Analytische Untersuchungen zur Aggregation von Cetrorelix und weiteren GnRH-Antagonisten by Hempelt, Daniela
Analytische Untersuchungen zur Aggregation von Cetrorelix 
und weiteren GnRH-Antagonisten
D I S S E R T A T I O N
zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor rerum naturalium
(Dr. rer. nat.)
 
vorgelegt
der Fakultät Mathematik und Naturwissenschaften 
der Technischen Universität Dresden
von
Diplom-Naturwissenschaftlerin 
Daniela Hempelt
geboren am 30.08.1978 in Karlsburg
Eingereicht am 17.02.2012
Die Dissertation wurde in der Zeit von 12 / 2002 bis
09 / 2007 im Institut für Biochemie angefertigt.

DANKSAGUNG
Die vorliegende Arbeit wurde an der Technischen Universität Dresden an der Professur 
für Allgemeine Biochemie im Zeitraum von 2002 bis 2007 in Kooperation mit der Æterna 
Zentaris GmbH angefertigt. 
Ich danke allen, die zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben, ganz besonders
Herrn Prof. Dr. K.-H. van Pée, als Leiter der Professur für allgemeine Biochemie 
und Betreuer dieser Arbeit, der die Durchführung dieser Arbeit unter sehr guten 
Arbeitsbedingungen ermöglichte,
Dr. Wolfgang Naumann als Leiter der Arbeitsgruppe für die Unterstützung bei der freien 
Ausgestaltung der Thematik, die vielen kritischen Diskussionen und den sehr guten 
menschliche Kontakt,
Dr. Uwe Schwarzenbolz für die Möglichkeit ESI-TOF-MS-Untersuchungen durchführen 
und fachlich diskutieren zu können,
Prof. Dr. Dirk Kuckling für die Möglichkeit MALDI-TOF-MS-Untersuchungen nach 
eigenen Vorstellungen durchzuführen,
allen Mitarbeitern der Arbeitsgruppe, besonders Dr. Alexander Lang und Alexander 
Schneider für die vielen Diskussionen und die familiäre Atmosphäre im Labor, 
den Diplomanden Alfred Kick, Betina Kuntke und Jens Bertram für die Zusammenarbeit 
und die Beleuchtung der Thematik aus unterschiedlichen Blinkwinkeln, durch 
verschiedene Methoden,
allen von mir betreuten Forschungspraktikanten für die Unterstützung bei den analytischen 
Untersuchungen,
allen Mitarbeitern der Professur für Allgemeine Biochemie für die freundliche Aufnahme 
und das stets angenehme Arbeitsklima,
Herrn Prof. Dr. J. Engel und den Mitarbeitern von der  Æterna Zentaris GmbH für die 
Kooperation zu diesem Thematik, die finanzielle Unterstützung und die Bereitstellung 
von Chemikalien,
meiner Familie für die ständige Unterstützung und ihre Geduld.

VINHALTSVERZEICHNIS
Abkürzungen 9
1  Einleitung und Zielstellung 11
1.1  Das Gonadotropin-Releasing Hormon (GnRH) und dessen Antagonisten   
 Cetrorelix und Ozarelix 11
1.2 Analytische Methoden zur Untersuchung von GnRH-Antagonisten und ihren  
 Aggregaten 15
1.2.1 Überblick der experimentellen Methoden zur Untersuchung 15
1.2.2 Die Fluoreszenzspektroskopie 19
1.2.3 Die Matrix unterstütze Laserdesorption/Ionisation-    
  Massenspektrometrie (MALDI-MS) 21
1.2.3.1 Entwicklung und analytische Möglichkeiten der MALDI-TOF-MS 21
 1.2.3.2 Der MALDI-Prozess der Desorption/Ionisation, Aufbau und   
  Messprinzip eines MALDI-TOF (time of flight)-Massenspektrometers 29
1.2.3.3 Bedeutung der Probenpräparation bei der MALDI-TOF-MS 34
 1.2.4 Elektrospray-Ionisation-Massenspektrometrie (ESI-MS) 39
1.2.4.1 Entwicklung und analytische Möglichkeiten der ESI-TOF-MS  39
1.2.4.2 Der Elektrosprayprozess der Ionenbildung 41
1.2.4.3 Aufbau und Messprinzip eines ESI-Massenspektrometers 45
1.2.4.4 Einflussfaktoren auf die ESI-MS-Messung und Auswertung von ESI- 
  Massenspektren 47
1.2.5  Die Quarzmikrowaage 50
1.2.6  Die Dynamische Lichtstreuung 52
1.3  Zielstellung 54
2 Material und Methoden 55
2.1 Chemikalien 55
2.2 Analytische Arbeiten 58
2.2.1 MALDI-TOF-MS 58
2.2.1.1 Gerät, Targets und optimierte Aufnahmeparameter 58
2.2.1.2 Probenpräparation 58
2.2.1.3 Kalibrierung 59
2.2.1.4 Methodenentwicklung MALDI-TOF-MS 60
2.2.1.5 MALDI-TOF-MS-Untersuchungen zur kritischen Aggregat-  
  bildungskonzentration 61
VI INHALTSVERZEICHNIS
2.2.1.6 Quantifizierung mittels MADLI-TOF-MS 62
2.2.1.7 Untersuchung hoher Peptidkonzentrationen 62
2.2.1.8 Untersuchungen mit der Feststoffpräparation 63
2.2.2 ESI-TOF-MS 64
2.2.2.1 Gerät, optimierte Geräteparameter 64
2.2.2.2 Kalibrierung 65
2.2.2.3 Methodenentwicklung und systematische Untersuchungen mit der   
  ESI-TOF-MS 66
2.2.3 Spektroskopische Analysen 67
2.2.3.1 Geräte und Arbeitsmaterialien 67
2.2.3.2 Intrinsische Fluoreszenzmessungen 68
2.2.3.3 Extrinsische Fluoreszenzmessungen  69
2.2.3.4 Fluoreszenzmessungen zur Bestimmung von Parametern für die   
  ESI-TOF-MS-Messungen 69
2.2.3.5 Aggregationsverhalten von Ozarelix 70
2.2.3.6   Aggregationsverhalten von Cetrorelix in Abhängigkeit verschiedener  
  An- und Kationen 71
2.2.4 Anwendung der etablierten Fluoreszenz- und MALDI-TOF-  
  MS-Methoden zur Untersuchung einer Cetrotide®-Formulierung 71
2.2.5  Quarzmikrowaage 72
2.2.6 Dynamische Lichtstreuung 74
2.2.7 Transmissionselektronenmikroskopie 75
3 Ergebnisse 77
3.1 MALDI-TOF-MS 77
3.1.1 Entwicklung einer Methode für qualitative MALDI-TOF-   
  MS-Messungen 77
3.1.2 MALDI-TOF-MS-Untersuchungen zur kritischen     
  Aggregatbildungskonzentration von Ozarelix, Cetrorelix und   
  Cetrorelixteilsequenzen 93
3.1.3 Untersuchungen zur Etablierung einer Methode für die Quantifizierung  
  von GnRH-Antagonisten 97
3.1.4 Qualitative MALDI-TOF-MS-Untersuchung von  Aggregaten der   
  GnRH-Antagonisten aus hochkonzentrierten Lösungen 109
VIIINHALTSVERZEICHNIS
 3.1.5 Etablierung der Feststoffpräparation 110
3.2 Fluoreszenzspektroskopie 116
3.2.1 Fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen zur    
  Bestimmung von Parametern für ESI-TOF-MS-Messungen 116
3.2.2 Aggregationsverhalten von Cetrorelix in Abhängigkeit    
  von der Art ausgewählter An- und Kationen 123
3.2.3 Fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen von     
  Ozarelix 129
3.3 Entwicklung einer ESI-TOF-MS-Methode zur qualitativen Untersuchung des  
 Aggregationsverhalten von GnRH-Antagonisten 133
3.4 Anwendung der etablierten Fluoreszenz- und MALDI-TOF-MS-   
 Methoden zur Untersuchung einer Cetrotide®-Formulierung 146
3.5 Untersuchungen mit der Quarzmikrowaage  150
3.6 Dynamische Lichtstreuung zur Einordnung von Aggregatgrößen 155
3.7 Transmissionselektronenmikroskopie für die Visualisierung von    
 Aggregatstrukturen 160
4 Diskussion  163
4.1 MALDI-TOF-MS 163
4.1.1 Entwicklung einer Methode für qualitative MALDI- TOF-MS-  
  Messungen 163
4.1.2 MALDI-TOF-MS-Untersuchungen zur kritischen Aggregatbildungs- 
  konzentration von Ozarelix, Cetrorelix und Cetrorelixteilsequenzen 169
4.1.3 Untersuchungen zur Etablierung einer Methode für die    
  Quantifizierung von GnRH-Antagonisten 173
4.1.4 Qualitative MALDI-TOF-MS-Untersuchung von Aggregaten der   
  GnRH-Antagonisten aus hochkonzentrierten Lösungen 180
4.1.5 Etablierung der Feststoffpräparation 181
4.2 Fluoreszenzspektroskopie 185
4.2.1 Fluoreszenzuntersuchungen zur Bestimmung von Parametern für die  
  ESI-TOF-MS-Messungen 185
4.2.2 Aggregationsverhalten von Cetrorelix in Abhängigkeit von der Art   
  ausgewählter An- und Kationen 188
4.2.3 Fluoreszenzspektroskopisches Verhalten von Ozarelix 190
VIII INHALTSVERZEICHNIS
4.3 Entwicklung einer ESI-TOF-MS-Methode zur qualitatven Untersuchung des  
 Aggregationsverhalten von GnRH-Antagonisten 192
4.4 Anwendung der etablierten Fluoreszenz- und MALDI-TOF-MS-Methoden zur  
 Untersuchung einer Cetrotide®-Formulierung 199
4.5 Untersuchungen mit der Quarzmikrowaage  200
4.6 Dynamische Lichtstreuung zur Einordnung von  Aggregatgrößen 202
4.7 Transmissionselektronenmikroskopie für die Visualisierung von    
 Aggregatstrukturen 206
4.8 Fazit der analytischen Untersuchungen 207
5 Zusammenfassung 210
6 Literaturverzeichnis  212
7 Anhang 229
9ABKÜRZUNGEN
Abkürzungen
3-HPA 3-Hydroxypicolinsäure
AFM Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microscopy) 
ANS Ammonium-1,8-anilino-naphtalinsulfonat
cac kritische Aggregatbildungskonzentration
CD Zirkulärer Dichroismus
CI Chemische Ionisation
Da Dalton,  nicht SI-konforme Masseeinheit, 1 Da entspricht 1 u
DHB 2,5-Dihydroybenzoesäure
DLS Dynamische Lichtstreuung
EI Elektronenstoßionisation
ESI Elektrospray-Ionisation
FAB Fast Atom Bombardment
FD Field Desorption
FRET Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer
FT-IR Fourier-Transform-Infrarot
GC Gaschromatographie
HCCA a-Cyano-4-Hydroxyzimtsäure
LC Flüssigchromatographie (Liquid Chormatography)
MALDI Matrix unterstützte Laserdesorption/ Ionisation
met-rGH Methionyl Rat Growth Hormone 
MS Massenspektrometrie oder Massenspektrometer
m/z Masse-Ladung-Verhältnis
NMR Kerspinresonanz (Nuclear Magnetic Resonance)
PCS Photonenkorrelationsspektroskopie
QCM Quarzmikrowaage (Quartz Crystal Microbalance)
QLS quasielastische Lichtstreuung
SA Sinapinsäure, 3,5-Dimethoxy-4-hydroxyzimtsäure
SEM  Rasterelektronenmikroskopie (scanning electron Microscopy)
SI internationales Einheitensystem (Système international d’unités 
System)
TEM Transmissionselektronenmikroskopie
TFA Trifluoressigsäure
10 ABKÜRZUNGEN
TOF Flugzeit (Time Of Flight)
TOF-MS Flugzeit-Massenspektrometrie oder  Flugzeit-Massenspektrometer
UV Ultraviolettes Licht
UV-MALDI MALDI mit Lasern mit einer Wellenlänge im ultravioletten Bereich
Abkürzungen der Aminosäuren:
Ala Alanin (proteinogen)
Arg Arginin (proteinogen)
Cit Citrullin
Gly Glycin (proteinogen)
Hcit Homocitrullin
His Histidin (proteinogen)
Leu Leucin (proteinogen)
Lys(iPr) Isopropyllysin
Nal 2-Naphthylalanin
Nle Norleucin
N-Me-Tyr N-Methyl-Tyrosin
p-Cl-D-Phe para-Chlor-D-Phenylalanin
Pal(3) 3-Pyridylalanin
pGlu Pyroglutaminsäure
Phe Phenylalanin (proteinogen)
Pro Prolin (proteinogen)
Ser Serin (proteinogen)
Trp Tryptophan (proteinogen)
Tyr Tyrosin (proteinogen)
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1  Einleitung und Zielstellung
1.1  Das Gonadotropin-Releasing Hormon (GnRH) und    
 dessen Antagonisten Cetrorelix und Ozarelix
Das Gonadotropin-Releasing Hormon (GnRH) ist ein Peptidhormon, welches erstmals 
1971 in der Arbeitsgruppe von Schally isoliert, sequenziert und charakterisiert wurde 
[Schally et al., 1971]. Es ist ebenfalls unter den Namen Luteinisierendes Hormon-
Releasing Hormon (LHRH), Gonadorelin und Gonadoliberin bekannt. Das aus zehn 
Aminosäuren bestehende Peptid ist ein zentrales Element der pituitär-gonadalen Achse 
im menschlichen Organismus. GnRH wird im Hypothalamus gebildet und steuert über die 
Rezeptoren der Adenohypophyse die Produktion und Ausschüttung des luteinisierenden 
Hormons (LH) und des Follikelstimulierenden Hormons (FSH). LH und FSH bewirken 
ihrerseits die Sekretion der geschlechtsspezifischen Sexualhormone Testosteron, 
der Östrogene und der Gestagene. Alle drei hormonellen Ebenen sind über negative 
Rückkopplungsmechanismen miteinander verbunden (Abbildung 1). 
GnRH wird pulsatorisch freigesetzt, wobei die Pulsation das LH-FSH-Verhältnis reguliert. 
Bei niedrigen Freisetzungsfrequenzen wird vermehrt FSH, bei höheren Frequenzen 
vermehrt LH ausgeschüttet. Werden die Rezeptoren der Adenohypophyse kontinuierlich 
mit einer hohen Dosis des Peptidhormons stimuliert, setzt nach anfänglich erhöhter 
FSH- und LH-Produktion eine Desensibilisierung mit verminderter Rezeptoranzahl 
ein (Down-Regulation) [van Loenen et al., 2002]. Dieser Prozess kann zur gezielten 
Beeinflussung des Hormonhaushaltes genutzt werden und eröffnet vielfältige medizinische 
Anwendungsmöglichkeiten. Die beiden Hauptanwendungsgebiete liegen dabei in der 
Reproduktionsmedizin und der Tumorbehandlung. 
Auf Grund der kurzen biologischen Plasmahalbwertszeit von zwei bis fünf Minuten ist 
es nicht sinnvoll, GnRH selbst zu applizieren. Stattdessen wurden für die Tumortherapie 
unterschiedliche GnRH-Agonisten und Antagonisten durch Sequenzänderungen 
entwickelt. Sequenzänderungen der Aminosäuren an den Positionen 1, 6 und 10 
beeinflussen die Rezeptorbindung. Änderungen der Position 2 und 3 führen zur 
Beeinflussung der Gonadotropinfreisetzung und die Änderung der Position 6 hat Einfluss 
auf die proteolytische Stabilität [Fluker, 2000]. Bisher wurden weltweit mehr als 3000 
GnRH-Analoga  synthetisiert und in vitro oder in vivo getestet [Schally et al., 2001].
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Das Wachstum verschiedener Arten von Tumoren kann durch Sexualsteroide induziert 
werden. Entsprechend kann die weitere Ausbreitung dieser Tumoren durch eine 
Absenkung der Sexualhormonspiegel gehemmt werden.
GnRH-Agonisten verursachen zu Beginn der Behandlung eine verstärkte Sekretion 
der Gonadotropine und der Sexualsteroide, so dass Karzinome in dieser Zeit optimale 
Wachstumsvoraussetzungen aufweisen, bevor die Sexualsteroidspiegel stark gesenkt 
werden. Im Gegensatz dazu blockieren die GnRH-Antagonisten die Hypophyserezeptoren 
sofort kompetitiv und zeigen keine Latenz bis zur physiologischen Antwort. 
Diese Arbeit beschäftigt sich mit der Untersuchung der hochwirksamen GnRH-
Antagonisten Cetrorelix und Ozarelix, mit denen gezielt in den Wirkmechanismus 
von GnRH eingegriffen werden kann. Sie unterscheiden sich von GnRH in ihrer 
Struktur durch den Einbau von D-Aminosäuren und nicht proteinogenen Aminosäuren. 
Ihre Verschiedenheit gegenüber natürlichen GnRH ist in den Abbildungen 2 bis 4 
dargestellt. 
Abbildung 1: Wirkmechanismus der hypothalamisch-pituitär-gonadalen Achse im  
  menschlichen Organismus [Braun, 1992]
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Abbildung 2: Primärstruktur von GnRH
  p-Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2
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 Abbildung 3: Primärstruktur von Cetrorelix
  Ac-D-Nal(2)-D-Phe(4Cl)-D-Pal(3)-Ser-Tyr-D-Cit-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH2
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Abbildung 4: Primärstruktur von Ozarelix
  Ac-D-Nal(2)-D-Phe(4Cl)-D-Pal(3)-Ser-NMe-Tyr-D-Hcit-Nle-Arg-Pro-D-Ala-NH2
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Cetrorelix und Ozarelix sind strukturell eng verwandte Dekapeptide. Sie weisen beide 
ausgeprägte hydrophobe Bereiche auf, die bereits bei niedrigen Peptidkonzentrationen in 
wässrigen Lösungen zur Aggregatbildung führen. Für Ozarelix führt die N-Methylierung 
an Position 5 des Peptidrückgrates zu einer verminderten Möglichkeit zur Ausbildung von 
Wasserstoffbrückenbindungen. Dadurch ist der Effekt der Aggregatbildung in wässrigen 
Lösungen für Ozarelix nicht ganz so stark ausgebildet wir für Cetrorelix. Im Vergleich zu 
GnRH besitzen Cetrorelix und Ozarelix mehrere D-konfigurierte Aminosäuren, so dass 
die Peptide gegen den Abbau durch Proteasen beständiger als GnRH selbst sind. 
Cetrorelix wurde von der Æterna Zentaris GmbH zum ersten zugelassenen GnRH-
Antagonisten (Cetrotide ®, 1999) für die in vitro Fertilisation entwickelt. Mit Cetrorelix ist 
es möglich, einen vorzeitigen Eisprung zu verhindern, so dass eine kontrollierte ovarielle 
Stimulation mit anschließender Eizellentnahme erfolgen kann. Vor der Zulassung von 
Cetrorelix wurden ausschließlich GnRH-Agonisten verwendet, um einen vorzeitigen 
Eisprung zu unterdrücken. Der Vorteil von Cetrorelix ist zum einen die verkürzte 
Behandlungsdauer verbunden mit einer niedrigeren Hormondosis. Zum anderen ist 
die Nebenwirkungsrate unter Cetrorelix deutlich geringer als unter GnRH-Agonisten. 
Nebenwirkungen wie Wechseljahrsymptome treten nicht auf und das Risiko des ovariellen 
Hyperstimulationssyndroms wird verringert. Weitere mögliche Indikationsgebiete liegen 
in der hormonellen Tumortherapie von Prostata-, Brust- und Eierstockkrebs. Daneben 
können auch gutartige Erkrankungen ein Indikationsgebiet für Cetrorelix sein. Beispiele 
dafür sind: Endometriose [Wolf, 2007], Uterus Myome [Felderbaum et al., 1998] und die 
Behandlung vorzeitiger Pubertät [Roth, 2002].
Ozarelix ist ein GnRH-Antagonist der vierten Generation. Mögliche Indikationsgebiete 
sind ebenso wie bei Cetrorelix Endometriose, Eierstockkrebs, Prostatakrebs und die 
gutartige Prostatavergrößerung. Im Jahr 2004 gewährte Æterna Zentaris Spectrum 
Pharmaceuticals eine Exklusivlizenz zur Entwicklung und Markteinführung von 
Ozarelix für alle potentiellen Indikationsgebiete in Nordamerika und Indien. Zur Zeit 
befindet sich Ozarelix in der Phase II der klinischen Studien für das Indikationsgebiet des 
hormonabhängigen Prostatakrebses (Spectrum Pharmaceuticals). Für die Entwicklung 
und Vermarktung von Ozarelix für alle potentiellen onkologischen Indikationsgebiete in 
Japan gewährte Æterna Zentaris im Jahr 2006 eine Exklusivlizenz an Nippon Kayaku. 
Æterna Zentaris besitzt alle übrigen Exklusivrechte im Rest der Welt.
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1.2 Analytische Methoden zur Untersuchung von     
 GnRH-Antagonisten und ihren Aggregaten
1.2.1  Überblick der experimentellen Methoden zur    
  Untersuchung
Das Phänomen der Aggregation, wie es bei den GnRH-Antagonisten auftritt, ist ein in 
der Natur häufig auftretender Prozess, der mit einer Vielzahl von Methoden erforscht 
werden kann. Änderungen der Sekundärstruktur während des Aggregationsprozesses von 
Peptiden können zum Beispiel mit Hilfe der Zirkulären Dichroismus (CD)-Spektroskopie 
[Ladokhin et al., 2010], der FT-IR-Spektroskopie [Jayakumar et al., 2000], der NMR-
Spekroskopie [Buffy et al., 2003] oder der Fluoreszenzspektroskopie  [Jayakumar 
et al., 2000] untersucht werden. Die Größen- bzw. Molekülmassenbestimmung der 
Aggregate kann mit Methoden der analytischen Ultrazentrifugation [Pekar & Sukumar, 
2007], der dynamischen Lichtstreuung [Bloomfield, 2000], der Massenspektrometrie 
[Fenn et al., 1989] oder mit chromatographischen Methoden [Ahrer et al., 2003] 
erfolgen. Mit mikroskopischen Methoden wie der Transmissionselektronenmikroskopie 
(TEM) [Reches & Gazit, 2003], der Rasterelektronenmikroskopie (SEM – Scanning 
Electron Microscopy) [Reches & Gazit, 2003] oder der Rasterkraftmikroskopie (AFM 
– Atomic Force Microscopy)  [Hou et al., 2002] ist eine Visualisierung der Moleküle 
möglich. Für die Bestimmung der kritischen Aggregatbildungskonzentration (cac) sind 
die Tensiometrie [Wood et al., 1996], die Konduktometrie [Jensen et al., 2006] und 
die Fluoreszenzspektroskopie [Jayakumar et al., 2000] etablierte Methoden. Diese und 
weitere Methoden sollten prinzipiell für die Charakterisierung der GnRH-Antagonisten 
und ihrer Aggregaten geeignet sein. 
Einige dieser aufgeführten Methoden wurden bereits in der Arbeitsgruppe für Cetrorelix, 
Ozarelix und andere GnRH-Antagonisten erschlossen. So erfolgten von RATTEI [Rattei, 
2002] Untersuchungen zur Sekundärstruktur bei der Aggregation mit der CD- und der 
FT-IR-Spektroskopie. In diesen Untersuchungen wurde eine gesteigerte Ausbildung 
von b-Faltblattstrukturen während der Aggregation gefunden. Ebenfalls konnte 
festgestellt werden, dass verschiedene Salze einen unterschiedlichen Einfluss auf den 
Aggregationsprozess von Cetrorelix aufweisen.
Die Arbeiten von LANG [Lang, 2005] beinhalten die Entwicklung einer 
fluoreszenzspektroskopischen Methode zur Untersuchung von Cetrorelix. Bei intrinsischen 
Fluoreszenzmessungen von Cetrorelixproben in 10 mM Ammoniumacetatlösung konnte 
nach der Ausbildung stabiler Aggregatstrukturen (fünf bis sieben Tage Standzeit der 
Probe) ab einer Cetrorelixkonzentration von cCetrorelix = 0,05 mg/ml eine starke Erhöhung 
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der Fluoreszenzintensität mit einhergehender Änderung der Emissionsbandengestalt 
beobachtet werden (Abbildung 5). 
Für die Änderung der Bandengestalt der Emissionsspektren wird ein Protonentransfer vom 
Tyrosyl-Rest zum Pyridylalanyl-Rest postuliert [Lang, 2005]. Bei extrinsischen Messungen 
mit der Sonde Ammonium-1,8-anilino-naphthalinsulfonat (ANS) konnte ebenfalls 
eine sprunghafte Veränderung des spektralen Verhaltens im Konzentrationsbereich von 
cCetrorelix = 0,040-0,044 mg/ml beobachtet werden [Lang, 2005]. Diese ist gekennzeichnet 
durch einen Intensitätssprung und eine Verschiebung des Bandenmaximums der 
Sondenfluoreszenz, was die Änderung der Polarität der Mikroumgebung beschreibt. 
Die kritische Aggregatbildungskonzentration konnte mit cacCetrorelix = 0,041 mg/ml durch 
bilineare Regression und mit  cacCetrorelix = 0,044 mg/ml durch sigmoidale Approximation 
bestimmt werden [Lang, 2005]. Mit Hilfe von Fluoreszenz-Resonanzenergie-Transfer-
Messungen wurden die intrinsischen und extrinsischen Ergebnisse bestätigt [Lang, 2005]. 
Der Wert der kritischen Aggregatbildungskonzentration in 10 mM Ammoniumacetatlösung 
für Cetrorelix konnte mit tensiometrischen Untersuchungen verifiziert werden [Lang, 
2005].
Abbildung 5: Intrinsische Fluoreszenz von Cetrorelix in 10 mM Ammoniumacetatlösung,
  Anregung bei 280 nm [Lang, 2005]
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Neben Cetrorelix wurden für weitere GnRH-Analoga Untersuchungen zur Aggregatbildung 
vorgenommen [Lang, 2005]. Dazu wurde das für Cetrorelix etablierte Verfahren zur 
Bestimmung der kritischen Aggregatbildungskonzentration mittels extrinsischer ANS-
Fluoreszenz verwendet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengefasst.
0,041
30
0,044
0,050
34
0,049
0,17
115
0,16
Peptid fluoreszenzspektroskopische Bestimmungsmethode cac in mg/ml
Mittelwert der 
cac in μmol/l
Cetrorelix
bilineare Regression
sigmoidale Approximation
Teverelix
bilineare Regression
sigmoidale Approximation
Ozarelix
bilineare Regression
sigmoidale Approximation
An Hand dieser Ergebnisse folgerte LANG [Lang, 2005], dass nicht nur hydrophobe 
Wechselwirkungen das stabilisierende Kriterium für die Selbstkomplexierung sind, 
da Ozarelix eine größere Hydrophobizität als Teverelix und Cetrorelix aufweist, 
aber trotzdem eine deutlich höhere cac als die beiden anderen Peptide besitzt. Eine 
zusätzliche Stabilisierung kann durch elektrostatische Wechselwirkungen oder 
intermolekulare Wasserstoffbrückenbindungen erreicht werden. Die von RATTEI 
beobachtete zeitliche Zunahme geordneter b-Faltblattstrukturen von Cetrorelix während 
des Aggregationsprozesses legt die Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen 
nahe [Rattei, 2002]. Durch die N-Methylierung des Peptidrückgrates des Tyrosyl-
Restes besitzt Ozarelix eine verringerte Fähigkeit zur Bildung von intermolekularen 
Wasserstoffbrücken.  Dies erklärt die höhere cac von Ozarelix, schlussfolgerte LANG 
[Lang, 2005]. Mit Hilfe von Fluoreszenz-Quenching-Untersuchungen wurde für 
Cetrorelix eine konzentrationsabhängige mittlere Aggregationszahl N, mit N<15 
bestimmt [Lang, 2005]. Die Ergebnisse der Fluoreszenz-Quenching- Untersuchungen 
führten zu der Annahme, dass Cetrorelix polydispers in der Probe vorliegt. Erste 
massenspektrometrische Untersuchungen bestätigten diese Annahme [Lang, 2005]. 
Versuche chromatographische Methoden zur Bestimmung der Molekülgrößen von 
Aggregaten der GnRH-Antagonisten anzuwenden, führten alle zu einer Zerstörung der 
Aggregate. Ein Einsatz chromatographischer Methoden ist für diese Fragestellung somit 
nicht möglich.
Tabelle 1: Zusammenfassung der ermittelten kritischen  Aggregatbildungs-  
  konzentrationen für die untersuchten GnRH-Antagonisten [Lang, 2005]
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Die Fluoreszenzspektroskopie mit den von LANG [Lang, 2005] entwickelten Methoden 
zur Untersuchung von Cetrorelix und weiteren GnRH-Analoga stellen einen wichtigen 
Ausgangspunkt für die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit dar. Sie sollen als eine 
begleitende Methode zur Entwicklung vorrangig massenspektrometrischer Methoden 
für die Untersuchung von GnRH-Antagonisten und ihren Aggregaten eingesetzt werden. 
Durch die spektralen Veränderungen bei der Fluoreszenzspektroskopie ist es möglich, 
den Einfluss von Präparationsbedingungen oder Methoden abzuschätzen und damit die 
Ergebnisse der neu eingesetzten Methoden zu verifizieren.
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1.2.2  Die Fluoreszenzspektroskopie
Wird ein Molekül durch Photonenabsorption elektronisch und vibronisch in einen 
der höheren elektronischen Zustände angeregt, relaxiert es innerhalb von ca. 10-14 s 
strahlungslos zum S1-Zustand. Von diesem kann es auf verschiedene Weisen in den 
Grundzustand S0 zurückkehren. Der Grundzustand kann durch die Abgabe der Energie 
in Form eines Photons als Fluoreszenz erreicht werden. Im Gegensatz dazu kann eine 
strahlungslose Rückkehr durch Kollision, chemische Reaktion bzw. Resonanz-Energie-
Transfer erfolgen. Bevorzugt wird dabei der Weg, der die Lebensdauer des angeregten 
Zustandes minimiert.
Eine weitere Möglichkeit ist, dass das Molekül vom angeregten Singulett-Zustand (S1) 
in einen angeregten Triplett-Zustand (T1) übergeht. Dieser Vorgang wird als Intersystem 
Crossing (ISC) bezeichnet. Die Rückkehr vom angeregten Triplett-Zustand (T1) in 
den Grundzustand (S0) wird als Phosphoreszenz bezeichnet. Die Lebensdauer von 
phosphoreszierenden Übergängen kann 10-3 bis 10 s betragen. In Abbildung 6 sind alle 
möglichen Übergänge im Jablonski-Termschema  zusammengefasst.
Abbildung 6: Jablonski-Termschema [Richter, 1998]
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Prinzipiell gibt es zwei Möglichkeiten, Fluoreszenzspektren aufzunehmen. Ein 
Anregungsspektrum erhält man, indem man eine gleich bleibende Emissionswellenlänge 
wählt und die Anregungswellenlänge in einem ausgewählten Bereich beobachtet. Dies 
erlaubt Aussagen zur vibronischen Gestalt des ersten angeregten Singulett-Zustandes. 
Wird hingegen die Anregungswellenlänge beibehalten und die Emission in einem 
ausgewählten Bereich untersucht, erhält man ein Emissionsspektrum, welches die 
Schwingungszustände des elektronischen Grundzustandes beschreibt.
Will man Fluoreszenzuntersuchungen an Biomolekülen durchführen, so bieten sich 
verschiedene Möglichkeiten. Weist das Molekül eine Eigenfluoreszenz auf, so kann 
man diese ausnutzen. Sie wird als intrinsische Fluoreszenz bezeichnet. Müssen 
zusätzliche Moleküle als Fluorophore erst in das Molekül eingebaut werden, spricht 
man von extrinsischer Fluoreszenz. Die dabei verwendeten Moleküle werden als 
Fluoreszenzsonden bezeichnet. Zur Messung der intrinsischen Fluoreszenz von 
Proteinen bedient man sich der Fluoreszenz der aromatischen Aminosäuren. Weisen die 
Proteine fluoreszierende Cofaktoren wie Flavine oder Chlorophylle auf, ergeben sich 
weitere Einsatzmöglichkeiten, bei denen der Cofaktor als Sonde verwendet wird. Über 
seine Emission können Informationen über die polare Umgebung im Protein, über den 
Protonierungszustand oder über konformelle Änderungen gewonnen werden.
Neben den intrinsischen Fluorophoren und der Fluoreszenz der Cofaktoren können 
zahlreiche Fluoreszenzsonden eingesetzt werden. An sie wird die Anforderung gestellt, 
dass bei der Messung keine Überlagerung mit der intrinischen Fluoreszenz des Analyten 
auftreten darf. In Abhängigkeit der Eigenschaften der Fluoreszenzsonde ist es möglich, 
unterschiedliche Änderungen ihrer Umgebung zum Beispiel des pH-Wertes, der 
Membranpotenziale oder Polaritäten sensitiv zu bestimmen. 
Eine der bekanntesten Sonden für die Untersuchung der Polarität von Mikroumgebungen 
ist Ammonium-1,8-anilino-naphthalinsulfonat (ANS). In unpolarer Umgebung weist sie 
im Gegensatz  zur polaren Umgebung eine starke Fluoreszenz mit einem blauverschobenen 
Bandenmaximum auf [Weber & Laurence, 1954]. Mit dieser Eigenschaft eignet sie sich 
besonders zur Aufklärung von Räumen mit abgeschwächter Polarität, wie z. B. Mizellen 
oder Aggregaten [Galla, 1988]. 
Die von LANG [Lang, 2005] entwickelte Methode zur Bestimmung der kritischen 
Aggregatbildungskonzentration mit ANS als Fluoreszenzsonde wird neben der 
intrinsischen Methode in der hier vorliegenden Arbeit als begleitende Methoden zur 
Entwicklung und Verifizierung neuer Methoden eingesetzt.
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1.2.3  Die Matrix unterstütze Laserdesorption/Ionisation-  
  Massenspektrometrie (MALDI-MS)
1.2.3.1 Entwicklung und analytische Möglichkeiten der   
  MALDI-TOF-MS
Überblick
In den späten 1960er-Jahren wurde der Laser zum ersten Mal in der organischen 
Massenspektrometrie eingesetzt [Fenner & Daly, 1966; Vastola & Pirone, 1968; 
Vastola et al., 1970]. Mit dieser anfänglichen Laserdesorption-Massenspektrometrie 
(LD-MS) konnten nicht flüchtige Verbindungen von metallischen Oberflächen 
desorbiert und massenspektrometrisch bis circa 9000 Da charakterisiert werden. 
Allerdings wurde die Interpretation der Massenspektren, durch die zum Teil sehr 
stark auftretenden Fragmentierungen erschwert. Diese Schwierigkeiten wurden in den 
1980er-Jahren, durch die Verwendung von organischen Matrices überwunden und die 
Matrix unterstützte Laserdesorption/Ionisation wurde als neue Ionisationsmethode für 
massenspektrometrische Untersuchungen entwickelt [Karas et al., 1985]. Bis heute hat 
sich die MALDI-MS als eine Methode etabliert, die in vielen verschiedenen biologischen 
als auch chemischen Bereichen ihren Einsatz findet. 
Das Haupteinsatzgebiet liegt im Bereich der Untersuchung von Proteinen und Peptiden, 
in dem die meisten technischen Entwicklungen der MALDI-MS stattgefunden haben. 
Dementsprechend sind in den letzten Jahren viele Verbesserungen in der Analyse von 
Proteinen und Peptiden zu beobachten. Ein Beispiel dafür ist die Peptidsequenzierung mit 
der MADLI-MS/MS, welche die traditionelle Methode des Edman-Abbaus ersetzen kann 
[Hillenkamp & Peter-Katalinić, 2007]. 
Des Weiteren ist es möglich posttranslationale Modifikation von Proteinen zu bestimmen 
oder Proteine mittels Peptide Mass Mapping zu identifizieren. Die Technik der MALDI-
MS wurde so weit entwickelt, dass das Auftreten von Biomolekülen in oder auf 
biologischen Proben visuell darstellbar ist. Neben der Untersuchung von Proteinen und 
Peptiden lassen sich auch andere Stoffgruppen wie Nukleinsäuren [Tang et al., 1994a; 
Lin et al., 1999], Polysaccharide [Stahl et al., 1991; Harvey, 1999], Lipide [Hillenkamp 
& Peter-Katalinić, 2007] und synthetische Polymere [Bahr et al., 1992; Pasch & Schrepp, 
2003] analysieren. 
Bis zum heutigen Tage hat sich die Massenspektrometrie, insbesondere die MALDI-
MS zusammen mit der Elektrospray-Ionisation-Massenspektrometrie (ESI-MS) zu 
einem unentbehrlichen analytischen Werkzeug in der Chemie, Biochemie, Pharmazie 
und Medizin entwickelt [Gross, 2004]. Einen Überblick der massenspektrometrischen 
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Techniken mit ihren Substanzklassen zeigt die Abbildung 7. 
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In Abbildung 7 ist zu erkennen, dass nahezu alle relevanten Biopolymere mit der 
MALDI-MS und der ESI-MS zugänglich gemacht werden können, was auch ihren 
Siegeszug in der Massenspektrometrie erklärt. Vergleicht man die Nachweisgrenzen der 
ESI- und MALDI-MS, so lassen sich mit der MALDI-MS geringere Konzentrationen von 
Makromolekülen nachweisen. Dies ist auf die Bildung von ein bis zwei Molekülionen bei 
der MALDI-MS im Vergleich zu einer Serie von mehrfach geladenen Ionen bei der ESI-
MS zurückzuführen. Der ESI-MS hingegen ist eine schonendere Ionisation zuzuschreiben 
[Lehmann, 1996]. 
Es gibt zwei Substanzklassen, von denen anfänglich angenommen wurde, dass sie 
unmöglich mit der MALDI-MS untersucht werden könnten [Duncan et al. 2008]. Das 
sind zum einen „kleine Moleküle“, mit Molekülmassen bis 500 Da [Cohen & Gusev, 
2002], und zum anderen quantitative Anwendungen. Diese Annahme stellte sich als 
Irrtum heraus. Heutzutage gehören solche Untersuchungen zum typischen Einsatzbereich 
der MALDI-MS.
Nicht kovalente Verbindungen
Die MALDI gilt als eine schonende Ionisationstechnik auf Grund der Fähigkeit, große 
Biomoleküle ohne Fragmentierungen zu ionisieren. Dies lässt sich nicht ohne Weiteres 
auf nicht kovalente Verbindungen übertragen, wie sie in der vorliegenden Arbeit zu 
untersuchen sind. Die intermolekularen Wechselwirkungen nicht kovalenter Bindungen 
Abbildung 7: Überblick der massenspektrometrischen Techniken mit ihren  
  Substanzklassen und Molekülmassenbereichen nach LEHMANN 
  [Lehmann, 1996]
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besitzen nicht die Stabilität einer kovalenten Bindung und können schon bei Energien 
über 20 kJ/mol bzw. bei circa 1/20-tel der Energie einer kovalenten Bindung dissozieren 
[Downard, 2007]. Die Desorption und Ionisation bei der MALDI ist ein sehr komplexer 
Prozess (Kapitel 1.2.3.2), bei dem sowohl optische als auch physikochemische und 
thermodynamische Vorgänge stattfinden, die eine erfolgreiche Analyse verhindern 
können. Der komplette MALDI-MS Prozess beinhaltet drei Kernschritte, die sich in 
mehrere Unterstufen aufteilen: 
   1.) Probenpräparation und Auftragung der Analyten auf die Targetoberfläche mit 
 einer Matrix
   2.)  Desorptions- und Ionisationsprozess
   3.) Extraktion und Trennung der Teilchen entsprechend ihres Masse-Ladungs-
 Verhältnisses mit anschließender Detektion
Jeder einzelne hier aufgezählte Punkt kann ausschlaggebend für eine erfolgreiche Analyse 
der nicht kovalent Verbindung sein. Die Matrix ist für die MALDI-MS unverzichtbar und 
erfüllt eine Reihe von essentiellen Funktionen, wie zum Beispiel die direkte Absorption 
des Laserlichtes, welche zur elektronischen Anregung der Matrix führt. Damit wird 
die thermische und photochemische Zerstörung des Analyten verhindert. Im positiven 
Ionenmodus wird beim Ionisationsprozess ein Proton der Matrix auf den Analyten 
übertragen. Dementsprechend haben MALDI-Matrices einen sauren Charakter in Form 
einer Carbonsäure und/oder phenolischen funktionellen Gruppen. Außerdem weisen sie 
einen aromatischen Charakter auf oder besitzen konjugierte Systeme, welche für die 
Absorptionseigenschaften verantwortlich sind. 
Dies führt dazu, dass Verbindungen die durch schwache Wechselwirkungen 
zusammengehalten werden, schon beim Präparationsprozess durch die Eigenschaften der 
Matrix zerstört werden können. Zusätzlich beinhalten die typischen Präparationsprotokolle 
oft den Einsatz von organischen Lösungsmitteln, teilweise mit der Verwendung von 
Essigsäure oder TFA [Downard, 2007]. Zusammen mit den Eigenschaften der Matrix 
und der Verwendung organischer Lösungsmittel sollten die meisten nicht kovalenten 
Komplexe dissoziieren [Kiselar & Downard, 1999]. Trotzdem konnten auch unter 
solchen Bedingungen nicht kovalente Verbindungen nachgewiesen werden [Rosinke et 
al., 1995; Cohen et al., 1997]. Für viele Proteinkomplexe muss aber ein Kompromiss 
gefunden werden zwischen der sauren Umgebung, um eine optimale Ionisation zu 
erreichen, und der Annäherung des pH-Wertes an die physiologischen Bedingungen, um 
den Proteinkomplex zu erhalten [Song, 2007]. 
Der Einbau der Analyten in die Matrixkristalle stellt eine weitere Herausforderung an die 
Stabilität der nicht kovalenten Verbindungen dar. Sehr oft können diese nur bei den ersten 
Laserbeschüssen nachgewiesen werden, was als First Shot Phenomenon bezeichnet wird. 
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Ein weiterer Laserbeschuss liefert nur noch Monomere. HORNEFFER konnte mittels der 
konfokalen Laser Scanning Mikroskopie bestätigen, dass die untersuchten Verbindungen 
tatsächlich nur in der oberen Schicht vorliegen und tiefere Schichten nur noch Monomere 
aufweisen [Horneffer et al., 2001]. 
Neben diesen präparativen Herausforderungen können nicht kovalente Verbindungen 
während der Desorption und Ionisation oder in der Gasphase der expandierenden 
Materiewolke zerstört werden. Zerstörungen in der Gasphase treten eher auf, wenn 
das Molekül an der Oberfläche liegt als wenn es in den Kristall eingebaut wurde 
[Hillenkamp & Peter-Katalinić, 2007]. Des Weiteren ist der Nachweis von nicht 
kovalenten Verbindungen abhängig von der Laserfluenz [Rosinke et al., 1995], welche die 
Energiedichte des Laserstrahls beschreibt. Eine weitere Herausforderung an die Stabilität 
stellt die Extraktion dar. Die Ionen werden mit Hilfe von Potentialen (20-30 kV) aus 
der Ionenquelle extrahiert. Somit besitzen die einfach geladenen Ionen eine kinetische 
Energie von 20-30 keV und können auf Grund von Zusammenstößen zerstört werden. 
Neben den technischen Aspekten hat auch die Art der Wechselwirkungen in der 
Verbindung eine sehr große Bedeutung. Aus energetischer Sicht weisen Verbindungen 
mit ionischen Wechselwirkungen in der Gasphase die größte Stabilität auf. Hydrophobe 
Wechselwirkungen sind besonders instabil, da sie ihre Ursache in der hydrophilen 
Umgebung haben und diese im Vakuum verloren geht. 
Trotz all der beschriebenen kritischen Faktoren, die sich negativ auf eine erfolgreiche 
Analyse auswirken können,  ist es in einigen Fällen gelungen, verschiedene Arten von 
nicht kovalenten Peptid- bzw. Proteinkomplexen erfolgreich nachzuweisen (Tabelle 2). 
Nachgewiesene Komplexe substanzklassen Referenz
Proteinkomplexe [Moniatta et al., 1997]
Peptid-DNA-Komplexe [Luo et al., 2004]
Peptid-Peptid-Wechselwirkungen [Woods et al., 2002]
Antikörper-Peptidkomplex [Kiselar & Downward, 2000]
Proteinkomplexe [Vogl et al., 1999;]
Protein – tRNA-Komplex [Gruić-Sovulj et al., 1997]
Proteinkomplexe [Cohen et al., 1997]
Proteinkomplex [Horneffer et. al., 2001]
Proteinkomplexe [Song, 2007]
Protein-Oligonukleotid-Wechselwirkung [Tang et al., 1995]
Diese Ausführungen zeigen, dass unter Beachtung aller beschriebenen kritischen Faktoren 
eine MALDI-massenspektrometrische Analyse von nicht kovalenten Verbindungen 
Tabelle 2: Ausgewählte Untersuchungen an nicht kovalenten Komplexen
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möglich sein sollte. In ersten MALDI-MS-Untersuchungen konnte LANG [Lang, 2005] 
Cetrorelixaggregate bis zum Hexamer nachweisen. Aufbauend auf diesem Ergebnis soll 
in dieser Arbeit eine Methode entwickelt werden, mit der man qualitative Untersuchungen 
an GnRH-Analoga durchführen kann, ohne den Aggregationsstatus der Probe zu 
beeinflussen. Dabei sollen die Größen der vorliegenden Peptidaggregate qualitativ erfasst 
werden. Die Ergebnisse sollen mit der etablierten Methode der Fluoreszenzspektroskopie 
verifiziert werden. In weiterführenden Arbeiten kann diese zu entwickelnde Methode 
zum Beispiel für die Untersuchung qualitativer Veränderungen der Peptidaggregatgröße 
während der Liberation verwendet werden, um das Verhalten der GnRH-Analoga nach 
der Applikation zu simulieren.
Quantifizierung
Mit der MALDI-MS können absolute oder relative Quantifizierungen von Proteinen und 
Peptiden durchgeführt werden. Dabei muss man beachten, dass die MALDI-MS an sich 
eine schlechte intra- und interexperimentelle Reproduzierbarkeit aufweist, das heißt, es 
treten sehr starke Unterschiede sowohl zwischen verschiedenen Proben (sample to sample) 
als auch innerhalb einer Probe (point to point und shot to shot) auf [Hillenkamp & Peter-
Katalinić, 2007]. Die beste Möglichkeit diese Signalabweichungen zu kompensieren ist 
der Einsatz eines internen Standards. 
Der interne Standard wird benutzt, um systematische und zufällige Fehler während 
der quantitativen massenspektrometrischen Analyse zu kompensieren. Dafür muss er 
bestimmte Anforderungen erfüllen. Einerseits sollte er ein ähnliches chemisches und 
physikalisches Verhalten wie der Analyt aufweisen, da Unterschiede zwischen dem 
Analyten und dem internen Standard zur Konkurrenz beim Einbau in den Matrixkristall 
[Nicola et al., 1995] oder zu einer unterschiedlichen Extraktion [Duncan et al., 2008] 
führen können. Andererseits muss er im gleichen Massenbereich wie der Analyt liegen, 
ohne dass es dabei zu einer Überlagerung von Peaks im Massenspektrum kommt.
Für Untersuchungen im niedermolekularen Massenbereich wäre ein stabiles 
isotopenmarkiertes Analogon des Analyten der ideale interne Standard. Solch ein 
Standard würde eine identische Kristallisation und ein identisches Verhalten in der 
Gasphase aufweisen. Dieser Ansatz ist mit wachsendem Molekulargewicht auf Grund 
der Anforderung, dass der Analyt und der interne Standard sich nicht überlappen dürfen, 
nicht möglich. Die Isotopenverteilung des Analyten würde zu einer Überlappung beider 
Komponenten führen. Für die Untersuchung von Wechselwirkungen des Analyten an 
sich, z. B. die Aggregation, ist ein Isotopolog ebenfalls nicht geeignet, da dieses mit dem 
Analyten selbst wechselwirken würde. In solchen Fällen ist es möglich, Strukturanaloga 
des Analyten als internen Standard einzusetzen.
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Relative Quantifizierungen finden häufiger statt, da sie leichter durchzuführen sind. Dazu 
werden meist stabile isotopenmarkierte Peptidanaloga als interner Standard mit 2H, 13C, 
15N, 18O angereichert [Aebersold & Mann, 2003] und eingesetzt. Typische Anwendungen 
dafür sind die Vergleiche von gesunden zu kranken Zellen, Zellen vor und nach einer 
Behandlung oder Zellen in verschiedenen Metabolismusstufen.
Absolute Quantifizierungen sind schwieriger zu realisieren. Das Kernproblem der 
absoluten Quantifizierung mittels MALDI-MS, auch mit internem Standard, ist die 
schlechte Reproduzierbarkeit, die in den Anfängen der MALDI-MS zu der Annahme 
führten, dass solche  Untersuchen unmöglich durchführbar sind [Duncan et al., 2008]. 
Das Ziel der Präparation ist es deshalb, eine homogenere Probe zu schaffen, um die 
Reproduzierbarkeit zu erhöhen. Ein wichtiger Aspekt dabei ist die Wahl der Matrix 
[Muddiman et al., 1994], da unterschiedliche Matrixmoleküle in verschiedenen Formen 
und Größen kristallisieren [Albrethsen, 2007] und so eine Heterogenität der Matrix/
Analyt-Kristalle hervorrufen. So bildet zum Beispiel Ferulasäure als Matrix bei der 
Quantifizierung von Cyclosporin A verschiedene Arten von Kristallen, was zu einer starken 
Probeninhomogenität führt [Muddiman et al., 1994]. Für die Quantifizierung kann nur ein 
Kristalltyp herangezogen werden, was eine Identifizierung und entsprechende Auswahl 
erfordert und somit die Untersuchung erschwert. DHB lieferte bei diesen Analysen auf 
Grund der homogeneren Kristallstruktur eine gute shot to shot Reproduzierbarkeit und ist 
somit besser geeignet für diese Quantifizierung.
Eine andere Methode für die Verbesserung der Signalreproduzierbarkeit ist der Einsatz 
von Multikomponentenmatrices [Gusev et al., 1995], wie das Beispiel der Quantifizierung 
von Insulin zeigt [Gusev et al., 1995; Gusev et al., 1996]. Auch mit  der Fast Evaporation 
Präparationsmethode konnte die Probenhomogenität und damit die Quantifizierung von 
Angiotensin II mittels MALDI-MS verbessert werden [Nicola et al., 1995]. 
Im Allgemeinen erreicht man eine homogenere Probe durch vorheriges Mischen 
des Analyten und der Matrix oder durch die Anwendung eines beschleunigten 
Kristallisationsprozesses. Ein Beispiel dafür ist DHB, welches bei einem langsamen 
Kristallisationsprozess große nadelförmige Kristalle bildet und dabei große Unterschiede 
beim Einbau des Analyten aufweist. Bei einem beschleunigten Kristallisationsprozess, 
der durch die Verwendung von flüchtigen Lösungsmitteln, erhöhten Temperaturen oder 
geringeren Drücken erreicht werden kann, bildet DHB kleine Kristalle, die eine höhere 
Homogenität aufweisen [Duncan et al., 2008]. 
Für die Quantifizierung wird das Intensitäts- bzw. Flächenverhältnis des Analyten 
zum internen Standard über der Analytkonzentration aufgetragen (Abbildung 8). Bei 
einer erfolgreichen Quantifizierung erhält man eine lineare Abhängigkeit über einen 
bestimmten Konzentrationsbereich. Hierbei muss man beachten, dass der dynamische 
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Bereich der MALDI-Messung begrenzt und meistens kleiner als zwei Größenordnungen 
ist [Hillenkamp & Peter-Katalinić, 2007]. Eine Information über die Präzision bzw. 
Richtigkeit der Analyse liefern  die statistischen Parameter (Tabelle 3). 
Neben der Quantifizierung mit internen Standards lassen sich Quantifizierungen auch 
mit dem Standard-Additionsverfahren durchführen. Dieses Verfahren ist vor allem 
dann sinnvoll, wenn die Probe sehr komplex ist oder sehr große Unterschiede zwischen 
verschiedenen Proben auftreten [Duncan et al., 2008]. Dabei wird die Probe geteilt und es 
werden daraus verschiedene Einzelproben hergestellt, in die bekannte Konzentrationen des 
Analyten zugegeben werden. Anschließend werden alle Proben massenspektrometrisch 
analysiert. Dabei erhält man unterschiedliche Signalintensitäten in Abhängigkeit von 
der Zugabe des Analyten. Durch eine lineare Regression lässt sich die tatsächliche 
Analytkonzentration berechnen.
Abbildung 8: Beispiel einer Kalibrierkurve für die Quantifizierung von Insulin mit 
  Des-Pentapeptid Insulin als internen Standard [Wilkinson et al., 1997]
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Parameter Beschreibung des Parameters
shot to shot Reproduzierbarkeit ist die relative Standardabweichung einzelner 
Analysen für jeweils einen Laserbeschuss 
der Probe auf einer Stelle
point to point Reproduzierbarkeit beschreibt die relative Standardabweichung 
einzelner Probenpunkte aufsummiert über 
die Anzahl von n Laserbeschüssen
sample to sample Reproduzierbarkeit beschreibt die relative Standardabweichung 
mehrerer Proben einer Ausgangslösung
Korrelationskoeffizient der 
Kalibriergerade
Gibt die lineare Abhängigkeit des 
untersuchten Zusammenhanges an.
slope RSD beschreibt den relativen Fehler des Anstieges 
der Kalibrierkurve
Gesamtfehler der Messung setzt sich zusammen aus der solpe RSD und 
der sample-to-sample Reproduzierbarkeit
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass für jede quantitative Untersuchung eine Anpassung 
der Parameter an das zu untersuchende Objekt erfolgen muss. Für eine erfolgreiche 
Analyse sind die hier aufgeführten präparativen Parameter besonders entscheidend:
 - Wahl der Matrix
 - Wahl des internen Standards
 - Konzentration der Probe und des internen Standards
 - Lösungsmittel
 - Kristallisationsbedingungen
 - Präparationsmethode
Sie alle müssen so angepasst werden, dass die Homogenität der Probe erhöht wird. Weiterhin 
muss auch die Aufnahmeprozedur der Massenspektren selbst an die zu untersuchende 
Probe angepasst werden. Es ist wichtig, eine große Anzahl von Einzelspektren von 
unterschiedlichen Stellen des Probenspots aufzunehmen und daraus einen Mittelwert zu 
bilden. Damit erhält man einen repräsentativen Wert der Probe. Die Laserenergie sollte 
so eingestellt werden, dass keine Sättigungseffekte des Analyten oder des Standards zu 
beobachten sind. 
Wenn all diese Faktoren beachtet werden, sollte es möglich sein, die Aggregate von 
Cetrorelix und anderen GnRH-Antagonisten erfolgreich als Summenparameter absolut 
zu quantifizieren.
Tabelle 3: Wichtige statistische Parameter für quantitative MALDI-MS-Messungen
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 1.2.3.2 Der MALDI-Prozess der Desorption/Ionisation, Aufbau  
  und Messprinzip eines MALDI-TOF 
	 	 (time	of	flight)-Massenspektrometers
Den Aufbau eines Massenspektrometers kann man grob in eine Ionenquelle gefolgt von 
einem Massenanalysator und anschließendem Detektor gliedern. 
In dieser Arbeit wurde das MALDI-TOF-Massenspektrometer Biflex IV der 
Firma Bruker Daltonics verwendet. Der Aufbau dieses Massenspektrometers ist in 
Abbildung 9 wiedergegeben. Die MALDI-Probenpräparation erfolgt außerhalb des 
Massenspektrometers. Dazu wird die Matrix-Analyt-Mischung mit geeigneten Methoden 
(Kapitel 1.2.3.3) auf das MALDI-Target aufgebracht und durch Vakuumschleusen in das 
Massenspektrometer transferiert. 
Die Ionenquelle besteht aus einer geladenen Metallelektrode (Target) und einer geerdeten 
Beschleunigungselektrode. Als Laser wird ein N2-Laser mit einer Wellenlänge von 337 nm 
und einer Pulsbreite von 3 ns verwendet. Die Laserleistung ist ein relatives Maß und lässt 
sich als prozentuale Laserabschwächung definieren (= 100 % - Laserabschwächung). 
Die Dämpfung des Lasers wird über die Software geregelt, wobei kein linearer 
Zusammenhang zwischen der tatsächlichen Laserleistung und der durch die Software 
geregelten Laserabschwächung besteht. Somit ist die Laserleistung eine gerätetechnische 
Größe, die sich nicht auf andere Geräte übertragen lässt. Ihr optimaler Wert muss für 
Abbildung 9: Schematischer Aufbau des verwendeten MALDI-TOF-
  Massenspektrometers
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jedes System neu bestimmt werden. Durch den Laserimpuls erfolgt sowohl der Start der 
Flugzeitmessung als auch der Beschuss des Matrix-Analyt-Kristalls mit Photonen in der 
Ionenquelle. Trotz der intensiven Forschung nach der Entdeckung des MALDI-Prinzips 
im Jahr 1984 und deren ersten Veröffentlichung im Jahr 1985 [Karas et al., 1985] ist es 
bisher noch nicht gelungen, die Prozesse der Desorption und Ionisation vollständig zu 
verstehen und zu beschreiben. Beide Prozesse finden in einem kleinen Volumen (µm³) 
innerhalb kurzer Zeit (ns) statt und sind stark miteinander verknüpft.
Der auf die Probenoberfläche gerichtete Laserimpuls (z.B. l=337 nm) führt zum 
Desorptions- bzw. Ablationsprozess, bei dem die Matrixmoleküle die Laserlichtenergie 
absorbieren und dadurch angeregt werden. Dies führt zur Zerstörung des Kristallgitters 
und ein kleines Probenvolumen wird aus dem Festkörper heraus gelöst (Abbildung 10).
Theoretische Modelle der Ionisation ebenso wie des Molecular Modelings zeigen, dass 
während des Ablationsprozesses sowohl Cluster und Materialpartikel als auch gasförmige 
Komponenten gebildet werden [Dreisewerd, 2003]. 
Für den Mechanismus der Ionenbildung existieren zwei Modelle, das Pooling- und das 
lucky survior Modell. Das Pooling-Modell geht von neutralen Molekülen im Matrixkristall 
aus [Ehring et al., 1992; Knochenmuss, 2002; Knochenmuss, 2003; Knochenmuss, 
2006]. Der Laserimpuls führt zu einer Photonenanregung vieler Matrixmoleküle. 
Durch den Energieaustausch der Matrixmoleküle werden einige von ihnen ionisiert. 
Abbildung 10: Modellvorstellung des Desorptions- bzw. Ablationsprozesses bei der 
  MALDI [Trimpin, 2002]
  a) Probenträger mit Matrix-Analyt-Mischung;
  b) MALDI-Laserbeschuss der Matrix-Analyt-Mischung 
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Dies stellt die primäre Ionisation dar, die direkt nach der Absorption des Laserlichtes 
stattfindet. In der expandierenden Materiewolke findet im Folgenden der Ladungstransfer 
zu den Analytmolekülen statt. Dieser Prozess wird als sekundäre Ionisation bezeichnet. 
Bei dem lucky survivor Modell  ist der Analyt in seiner durch den pH-Wert bestimmten 
Form Ausgangspunkt für die Theorie [Karas et al., 2000]. Dabei liegt er teilweise 
solvatisiert in Restlösungsmittel in der Matrix eingebettet vor. Durch den Laserimpuls 
werden Cluster, bestehend aus Analytmolekülen, sowie entsprechende Gegenionen und 
ein Überschuss an Matrix aus der Oberfläche heraus gelöst (Abbildung 11).
Diese Cluster weisen unterschiedliche Größen mit unterschiedlichen Ladungsverteilungen 
auf. Auf Grund eines Defizits oder eines Übermaßes an Gegenionen besitzen somit einige 
Cluster eine positive oder negative Gesamtladung. In der expandierenden Materiewolke 
verlieren die Cluster vermutlich neutrale Matrix- und Lösungsmittelmoleküle. Gleiches 
gilt für Gegenionen, die als freie Säuren oder Basen nach ihrer Protonentransfer-
Neutralisation mit (de)protonierten Stellen des Analyten aus dem Cluster verloren 
gehen. Als Resultat dieser Prozesse können einfach geladene Analytionen als lucky 
survivors massenspektrometrisch detektiert werden. Zusätzlich wird die Photoionisation 
der Matrixmoleküle innerhalb des Clusters vorgeschlagen. In der MALDI-MS mit 
Anregungswellenlängen im UV-Bereich sind vermutlich beide Prozesse für die gebildeten 
Analytionen in einem bislang unbekannten Ausmaß verantwortlich [Hillenkamp & Peter-
Katalinić, 2007].
MALDI Ionen können mit einer Vielzahl von verschiedenen Massenanalysatoren 
untersucht werden. Dies können zum Beispiel Flugzeitanalysatoren, elektrische bzw. 
magnetische Ionenfallen oder Sektorfelder sein. Die Auswahl des Massenanalysators 
Abbildung 11: Modellvorstellung der Zerstörung des MATRIX-Analyt-Clusters,
  Entstehen hoch geladener Cluster [Karas et al., 2000]
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wird auf Grundlage der Problemstellung getroffen. Der typische Massenanalysator 
für MALDI-Messungen, der auch in dieser Arbeit verwendet wurde, ist der Flugzeit 
(TOF, time of flight)-Analysator. Er ist vor allem auf Grund seiner Funktionsweise, der 
Flugzeitanalyse der Ionen, für diskontinuierlich erzeugte Ionen von Vorteil. Dies trifft 
besonders auf Makromoleküle mit hohen Molekülmassen zu, da er einen theoretisch 
unbegrenzten Massenbereich besitzt und somit diese Substanzen detektieren kann.  Dieser 
Vorteil hat den TOF-Analysator zum vorrangigen Massenanalysator für MALDI-Ionen 
gemacht. 
Bei der Verwendung des TOF-Analysators werden die beim Desorptions/Ionisationsprozess 
erzeugten gasförmigen Analytionen sofort oder verzögert (delayed extraction) durch 
ein starkes elektrisches Feld (10 bis 30 kV) beschleunigt. Nach Durchlaufen des 
Spannungsgefälles haben alle Molekülionen die gleiche definierte kinetische Energie 
(Gleichung 1)
    
Ekin=U⋅e⋅z=
m⋅v²
2       Gleichung 1
 Ekin kinetische Energie
 U Spannung
 e Elementarladung
 z Ladungszahl
 m Masse des Ions
 v Geschwindigkeit des Ions nach der Beschleunigungsstrecke
Diese Gleichverteilung der kinetischen Energie führt in der Flugstrecke des TOF-Analysators 
zu unterschiedlichen Flugzeiten t in Abhängigkeit vom Masse/Ladungsverhältnis m/z. Im 
TOF-Analysator erfolgt somit die Auftrennung nach der Flugzeit. Ein Flugzeitanalysator 
kann entweder als Lineares Flugrohr (Abbildung 12) oder als Reflektorflugrohr 
(Abbildung 13) eingesetzt werden. In der vorliegenden Arbeit werden in Abhängigkeit 
von der Fragestellung beide Arten der Flugzeitanalysatoren eingesetzt. Der Vorteil eines 
linearen Flugrohres ist, dass Molekülionen mit Molekülmassen größer einem Megadalton 
detektiert werden können. Die durch den Photonenbeschuss des Lasers gebildeten Ionen 
weisen eine Energieverteilungsbreite auf, welche auch nach der Beschleunigung der Ionen 
auf die gleiche kinetische Energie in geringen Maßen  noch vorhanden ist. Dies führt zu 
geringen Zeitunterschieden bei der Detektion von Molekülen gleicher Masse (Abbildung 
12 rechts) und somit zu einer schlechteren Massenauflösung. Durch die Verwendung 
eines Reflektorflugrohres (Abbildung 13) lässt sich der Einfluss der  Startenergien auf die 
Flugzeit am Detektor kompensieren.
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Beim Reflektorflugrohr werden die Ionen analog zum linearen Flugrohr beschleunigt. 
Am Ende des Flugrohres werden sie durch den Reflektor abgebremst und in die 
entgegengesetzte Richtung umgelenkt. Der Reflektor besteht aus einer Reihe von 
Ringelektroden, in dessen Mitte ein konstantes elektrisches Feld mit einem linearen 
Gradienten vorliegt. Ionen höherer kinetischer Energie dringen tiefer in das elektrische 
Feld des Reflektors ein als Ionen gleicher Masse mit geringerer kinetischer Energie. Je 
tiefer das Ion eindringt desto länger befindet es sich im elektrischen Feld und desto stärker 
wird es aus dem Reflektor wieder beschleunigt. Im Laufe der Flugstrecke werden die 
„langsameren“ Ionen von den „schnelleren“ Ionen eingeholt und mit einer verringerter 
Verteilungsbreite am Detektor registriert (Abbildung 13 links+rechts). Somit können die 
im linearen Flugrohr beobachteten Verteilungsbreiten durch die längere Flugstrecke der 
Ionen mit höherer kinetischer Energie im Reflektorflugrohr kompensiert werden.
Nach der definierten Flugstrecke L treffen die Ionen auf den Detektor. Die Aufnahme 
des Detektorsignals nach der Flugzeit ergibt zunächst das TOF-Massenspektrum in 
Abbildung 12: links:  Lineares Flugrohr zur Massenanalyse von Ionen 
  rechts:  Massenverteilung der Ionen bei der Verwendung eines linearen 
   Flugrohres [Lottspeich & Zorbas, 1998]
Abbildung 13: links:  Reflektorflugrohr zur Massenanalyse von Ionen
  rechts:  Massenverteilung der Ionen bei der Verwendung eines
   Reflektorflugrohres [Lottspeich & Zorbas, 1998]
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Abhängigkeit von der Zeit. Dieses lässt sich durch eine Kalibrierung in eine m/z-Abszisse 
umrechnen. 
Mit Gleichung 1 ergibt sich durch Substitution von  v = L/t und Umformung nach m/z die 
Gleichung 2.
 
    
m
z
=2⋅e⋅U
L²
⋅t²
             Gleichung 2
 L Länge der feldfreien Flugstrecke
 t Zeit
Das Auswertesystem bestehend aus einer Rechnereinheit und einem Ausgabegerät dient 
als Schnittstelle zum Nutzer, der die aufgenommenen Massenspektren weiter verarbeiten 
kann. Die Kalibrierung des MALDI-TOF-Massenspektrometers erfolgt mit einem 
Kalibrierstandard (z.B. Peptidgemisch) mit bekanntem Molekulargewicht, indem die 
gemessenen Flugzeiten den bekannten m/z-Verhältnissen zugeordnet werden. Die Wahl 
des geeigneten Kalibrierstandards wird durch den Massenbereich des Analyten definiert, 
der im selben Massenbereich liegen sollte. Der Fehler der Massenbestimmung des 
Analyten beträgt 0,01 bis 0,1 % [Hillenkamp & Peter-Katalinić, 2007].
1.2.3.3 Bedeutung der Probenpräparation bei der    
  MALDI-TOF-MS
Bei der MALDI-MS wird die Matrix in einem 1000- bis 10000-fachen molaren Überschuss 
mit dem Analyten vermischt und auf einen Probenteller (Target) aufgebracht. Teile der 
Probe werden durch den Laserimpuls aus dem Festkörper herausgelöst. Die Matrix 
übernimmt dabei die Aufgabe, einen Teil der Laserenergie aufzunehmen und dadurch 
einen sanften Transfer der Analyten ins Massenspektrometer zu gewährleisten. 
Aus diesem Grund werden niedermolekulare organische Verbindungen, die im 
Bereich der verwendeten Laserwellenlänge absorbieren, als MALDI-Matrices 
eingesetzt. Die MALDI-Matrices unterscheiden sich in ihren Eigenschaften 
und ihren Einsatzgebieten. In Tabelle 4 sind typische Matrices für Biopolymere 
mit ihren bevorzugten Anwendungsgebieten und möglichen Laserwellenlängen 
zusammengefasst. Bis heute ist noch unverstanden, welche besonderen Eigenschaften 
der Matrix für die optimale Desorption und Ionisation verantwortlich sind. So können 
trotz vergleichbarer Absorptionseigenschaften verschiedener Matrices qualitativ 
starke Unterschiede in den resultierenden MALDI-Massenspektren auftreten. 
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Matrix (Abk.) Laserwellenlänge Strukturformel Anwendungsgebiete
337 nm, 553 nm Peptide
337 nm, 553 nm Proteine, Peptide
337 nm, 553 nm Oligonuleotide
337 nm, 553 nm
(SA) Proteine, Peptide
Nicotinsäure 266 nm Proteine, Peptide
Ferulasäure 337 nm Proteine, Peptide
-Cyano-4-hydroxy-zimtsäure 
(HCCA)
2,5-Dihydroxybenzoesäure 
(DHB)
3-Hydroxypicolinsäure          
(3-HPA)
3,5-Dimethoxy-4-hydroxy-
zimsäure
COOH
OHOH
N
OH
COOH
OH
O
O
CH3
CH3
COOH
N
COOH
OH
C
N
COOH
OH
OCH3 COOH
In Abhängigkeit von der Matrix treten stärkere oder schwächere Fragmentierungen der 
Analyten auf [Stimson et al., 1997]. Die genauen Ursachen sind noch nicht vollständig 
aufgeklärt [Spengler & Kirsch, 2003; Spengler, 1997; Stevenson et al., 2000]. Es wird 
davon ausgegangen, dass die unterschiedlichen exothermen Protonen-Transfer-Reaktionen 
und die anfänglichen Geschwindigkeiten der Matrices und Analyten einen bedeutenden 
Einfluss auf die Fragmentierung der Analytmoleküle aufweisen. Entsprechend ihrer 
Anfangsgeschwindigkeiten werden die Matrices als heiße und kalte Matrices eingeteilt. 
Matrices mit hohen Anfangsgeschwindigkeiten werden als kalte Matrices bezeichnet. 
Im Gegensatz dazu weisen heiße Matrices niedrige Anfangsgeschwindigkeiten auf. 
Heiße Matrices induzieren höhere Fragmentierungen der Analyten im Vergleich zu 
kalten Matrices [Glückmann & Karas, 1999]. Dementsprechend kann man den Grad 
der Fragmentierungen durch die Wahl der Matrix beeinflussen. So ist es sinnvoll für 
Fragmentierungsanalytik heiße Matrices und für fragmentierungsarme Analysen kalte 
Matrices zu verwenden. 
Für die in dieser Arbeit zu erfolgenden Untersuchungen von Aggregaten der 
GnRH-Antagonisten sollte die Wahl einer möglichst kalten Matrix mit einer 
hohen Anfangsgeschwindigkeit erfolgen, da die Aggregate durch nicht kovalente 
Tabelle 4: Häufig eingesetzte MALDI-Matrices für die Biopolymeranalytik
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Wechselwirkungen stabilisiert werden. Langsame Matrices würden in diesem Fall zu 
deutlich stärkeren Fragmentierungen führen.
Neben der Wahl der Matrix haben aber auch die Matrix-Analyt-Kombinationen 
und die Präparationsbedingungen einen Einfluss auf die Anfangsgeschwindigkeit 
[Glückmann & Karas, 1999]. Für das Beispiel Insulin konnte mit DHB als Matrix 
die höchste Anfangsgeschwindigkeit detektiert werden, wobei ein geringer Einfluss 
der Präparationsmethode beobachtet wurde. Im Vergleich dazu weist die Matrix 
3-HPA große Unterschiede in den Anfangsgeschwindigkeiten bei unterschiedlichen 
Präparationsbedingungen auf [Glückmann & Karas, 1999]. Die Matrix HCCA weist bei 
den Untersuchungen an Insulin eine langsame Anfangsgeschwindigkeit auf [Glückmann 
& Karas, 1999]. Der Zusatz von verschiedenen Additiven, insbesondere Zuckern wie z. B. 
Glukose, Xylose, zur Matrix DHB kann zu einer Erhöhung der Anfangsgeschwindigkeit 
von Peptiden oder Proteinen bei der MALDI-MS führen [Glückmann & Karas, 1999].
Damit zeigt sich sowohl die Wahl der Matrix als auch die MALDI-Probenpräparation 
als kritischer Parameter für den Erfolg und die Qualität der massenspektrometrischen 
Analyse. Welche Matrix mit welcher Präparationsbedingung zu einer erfolgreichen 
Analyse führt, kann nicht vorhergesagt werden. Es können lediglich die in Tabelle 4 
beschriebenen Matrices einen Hinweis geben, für welche Substanzklassen ein Einsatz 
erfolgen kann. Die optimale Auswahl muss für jedes Untersuchungssystem empirisch 
erfolgen.
Im Folgenden soll auf einige verschiedene Präparationsmethoden näher eingegangen 
werden. Die Standardmethode zur Probenpräparation ist die Dried Droplet Methode. 
Dabei werden die Matrixlösung und die Analytlösung einzeln in einem geeigneten 
Lösungsmittel gelöst. Vor dem Aufbringen auf das Target werden beide Lösungen 
gemischt, so dass das Matrix-Analytverhältnis in einem Bereich von 10000:1 bis 1000:1 
vorliegt. Anschließend wird ca. 1 µl dieser Mischung auf das Target aufgetragen und an 
der Luft getrocknet.
Die Methode Vacuum-drying crystallization ist eine Variante der Dried Droplet Methode, 
bei der der auf das Target aufgebrachte Tropfen in einer Vakuumkammer schnell 
getrocknet wird. Die Vakuumtrocknung dient dazu, die Größe der Matrix-/Analytkristalle 
zu reduzieren und die Probenhomogenität zu erhöhen.
Bei der Oberflächenpräparation, auch Thin Layer Präparation oder 
Zweischichtpräparation genannt, wird zuerst die Matrix aufgetragen und getrocknet und 
anschließend die Analytlösung aufgebracht. Diese Methode wurde entwickelt, um die 
Nachweisempfindlichkeit und die Homogenität der Proben zu erhöhen. Gleichzeitig ist 
eine Kopplung mit chromatographischen Methoden möglich [Vorm et al., 1994].  
Bei der Methode der Elektrospraykristallisation wird eine geringe Menge einer Matrix-
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Analyt-Mischung mit Hilfe eines Elektrosprays auf das Target Target aufgebracht. Diese 
Methode bildet homogene Mikrokristalle mit einer ebenfalls homogenen Verteilung des 
Analyten auf dem Probenspot [Hensel et al., 1997; Axelsson et al., 1997]. Beim Einsatz von 
AnchorChip®-Targets bedient man sich Targets mit hypdrophilen Inseln (100-2000 µm) 
auf einer hydrophoben Oberfläche (Abbildung 14). 
Die hydrophobe Oberfläche führt zum Verdrängen des hydrophilen Lösungsmittels auf 
die hydrophilen Inseln. Während des Trocknungsprozesses wird somit die gesamte Probe 
auf einer geringeren Fläche (Abbildung 15 links) als bei üblicherweise eingesetzten 
Edelstahltargets angereichert (Abbildung 15 rechts).
SCHUERENBERG [Schuerenberg et al., 2000] konnte bei Untersuchungen mit den 
AnchorChip®-Targets feststellen, dass diese vor allem für niedrige Analytkonzentrationen 
vorteilhaft sind und die Nachweisempfindlichkeit durch deren Einsatz deutlich gesteigert 
wird. 
Eine alternative Methode stellt die Feststoffpräparation dar. Es wurde lange Zeit 
angenommen, dass die Löslichkeits- und Mischbarkeitseigenschaften des Analyten und 
der Matrix in Lösung sowie im Kristall von großer Bedeutung sind [Gross & Strupat, 
Abbildung 14: Schematische Darstellung eines Spots auf einem AnchorChip®-Target
Abbildung 15: Kristallisation von DHB 
  links: während des Trocknungsprozesses auf einem AnchorChip®-Target 
   (Bruker Scout 384TM AnchorChip®) [Gross, 2011] 
  rechts: während des Trocknungsprozesses auf einem Edelstahltarget 
   [Gross, 2011] 
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1998]. Nur so ist eine gute Isolierung der Analytmoleküle voneinander gewährleistet und 
damit eine Reduzierung der intermolekularen Kräfte [Krüger, 1995] möglich. Bei dieser 
alternativen Methode spielen diese Mischbarkeitseigenschaften keine Rolle. Der Analyt 
und die Matrix werden als Feststoff mit Hilfe einer Kugelmühle oder eines Mörsers und 
Stößels gemischt und als Pulver auf das Target aufgebracht oder zu Pellets gepresst. 
Durch diese Methode konnten vor allem synthetische Polymere, für die keine üblichen 
Lösungsmittel mit geeigneten Matrices vorhanden waren, der Massenspektrometrie 
zugänglich gemacht werden [Trimpin et al., 2006].
Die hier beschriebenen Phänomene zeigen, dass sowohl die Wahl der Matrix mit ihren 
Eigenschaften ebenso wie die Probenvorbereitung und -präparation einen entscheidenden 
Einfluss auf den Erfolg der MALDI-MS Analyse haben. 
39EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG
 1.2.4 Elektrospray-Ionisation-Massenspektrometrie (ESI-MS)
 1.2.4.1   Entwicklung und analytische Möglichkeiten der  
  ESI-TOF-MS 
Überblick
Die Anfänge der Elektrosprayionisation-Massenspektrometrie (ESI-MS) gehen zurück 
auf die 60er- und 70er-Jahre des 20. Jahrhunderts [Dole et al., 1968; Cregg & Dole, 
1971]. Zu diesem Zeitpunkt wurden die gebildeten Ionen nur indirekt nachgewiesen 
und die Molekülmassen konnten nicht bestimmt werden. Erst durch die Kopplung mit 
einem konventionellen Quadrupol-Massenspektrometer als Analysator gelang es, das 
Elektrosprayverfahren zu verstehen und zu optimieren. Dabei wurde eine definierte 
Ionisierung und vollständige Desolvatisierung erreicht, die zur Einführung der Elektrospray-
Ionisation in die Massenspektrometrie im Jahr 1984 führte [Yamashita, 1984a; Yamashita, 
1984b]. Heutzutage ist die ESI-MS führend im Bereich der Atmosphärendruckionisation 
und wird für Untersuchungen häufig mit der Flüssigchromatographie gekoppelt [Gross, 
2004]. Sie findet in vielen Bereichen Anwendung, so zum Beispiel für die Analyse von 
ionischen Metallkomplexen und davon abgeleiteten Substanzen [Colton, 1995; Traeger, 
2000] oder in der  pharmazeutischen Analytik zur Untersuchung von Wirkstoffen. Diese 
Wirkstoffe sind häufig polare Analyten im m/z-Bereich von 1000 bis 1500 und werden als 
„kleine Moleküle“ bezeichnet. Es können sowohl quantitative Untersuchungen als auch 
Metabolismusstudien vorgenommen werden. Im Massenspektrum werden die „kleinen 
Moleküle“ vorwiegend als einfach geladene Ionen detektiert. 
Das Hauptanwendungsgebiet der ESI-MS ist aber die Biochemie. Sie findet vorrangig 
Anwendung zur Charakterisierung von Peptiden und Proteinen einschließlich deren 
Sequenzierung [Gross, 2004]. Aber auch Oligonukleotide, DNA und RNA können 
mit der ESI-MS untersucht werden. Dabei ist ebenfalls eine Sequenzierung von 
Oligonukleotiden durch den Einsatz der Tandem-Massenspektrometrie möglich [Gross, 
2004; Rozenski & McCloskey, 2002]. Daneben lassen sich auch Oligosaccharide und 
davon abgeleitete Verbindungen wie Glykoproteine, Ganglioside, Liposaccharide und 
weitere Substanzklassen untersuchen. 
Nicht kovalente Verbindungen
Neben der NMR-Spektroskopie zur Untersuchung von Wechselwirkungen in nicht 
kovalent gebundenen Systemen hat sich auch die ESI-MS zu einem Werkzeug entwickelt, 
mit dem solche Wechselwirkungen untersucht werden können [Downard, 2007]. Die 
ersten spezifischen Assoziate konnten 1991 in Form eines Rezeptor-Ligand- [Ganem 
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et al., 1991a] und eines Enzym-Substrat-Komplexes nachgewiesen werden [Ganem et 
al., 1991b]. Diese beiden Beispiele zeigten die Möglichkeiten zur Untersuchung von 
nicht kovalent gebundenen Systemen mit der ESI-MS auf. Kurz darauf folgten weitere 
Untersuchungen  für andere Systeme [Baca & Kent, 1992; Katta & Chait, 1991; Orgozalek 
et al., 1993; Goodlett et al., 1994], die mit dazu beigetragen haben, Untersuchungen in 
den Bereichen der Biologie, Biochemie und der medizinischen Chemie an die Spitze der 
ESI-MS Anwendungen zu bringen [Downard, 2007].
Nicht kovalente Proteinkomplexe können bei der Elektrosprayionisation mit verschiedenen 
Massenanalysatoren untersucht werden. Oft weisen diese Komplexe eine niedrige Ladung 
auf, die sie auf Grund ihrer geordneten Struktur und damit der geringen Anzahl exponierter 
Ionisationsstellen auf der Oberfläche besitzen. Folglich ist der ausschließliche Einsatz 
eines Quadrupol-Analysators, der einen Einsatzbereich bis m/z 4000 besitzt, für große 
nicht kovalente Proteinkomplexe mit niedriger Ladungszahl nicht geeignet, da diese 
Analyten nicht detektiert werden können. In diesem Fall sind magnetische Sektorfelder 
mit einem Einsatzbereich bis m/z 10000 günstiger.  Der TOF(time of flight)-Analysator 
stellt mit seiner guten Empfindlichkeit und Auflösung bei großen Masse-Ladung-
Verhältnissen ein ideales System für nicht kovalente Proteinkomplexe dar [Downard, 
2007]. Erstmals konnte dies an großen Proteinkomplexen der Sojabohne demonstriert 
werden [Tang et al., 1994b]. Heutzutage sind ESI-TOF und ESI-QTOF (Quadrupol time 
of flight) Massenspektrometer die Systeme der Wahl, um nicht kovalente Proteinkomplexe 
mittels ESI-MS zu untersuchen [Tahallah et al., 2001; van Berkel et al., 2000]. Mit einem 
ESI-QTOF Massenspektrometer können zusätzlich Tandem-massenspektrometrische 
Untersuchungen durchgeführt werden. Sind solche Messungen nicht gewünscht, dient 
der Quadrupol lediglich der Fokussierung des Ionenstrahls. 
Die in dieser Arbeit zu untersuchenden Aggregate von GnRH-Antagonisten sollten 
auf Grund der zu erwartenden Aggregatgrößen mit einem ESI-TOF bzw. ESI-QTOF 
Massenspektrometer durchgeführt werden, wobei der Quadrupol des QTOF Gerätes 
lediglich zur Fokussierung des Ionenstrahles eingesetzt werden sollte.
Quantifizierung
Analog zu den Ausführungen bei der MALDI-MS erfordern quantitative Messungen 
mit der ESI-MS ebenfalls die Verwendung eines internen Standards, weil die absolute 
Signalhöhe von verschiedenen instrumentellen Parametern, wie zum Beispiel der 
Ionisierungsausbeute, und dem Verstärkungsfaktor des Detektors abhängt. Führt man 
allerdings eine on-line Kopplung mit chromatographischen Methoden durch, so ist kein 
interner Standard für die Quantifizierung notwendig. Die quantitative Auswertung erfolgt 
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dabei im chromatographischen Teil, während die qualitative Zuordnung mit Hilfe des 
Massenspektrometers durchgeführt wird. 
Für die zu untersuchenden Aggregate von GnRH-Antagonisten ist eine Kopplung mit 
chromatographischen Methoden auf Grund der geringen Stabilität der entsprechenden 
Aggregate nicht möglich. Alle chromatographischen Methoden führen zu einer 
Dissoziation der Aggregatstrukturen. Somit wäre lediglich die direkte Quantifizierung 
mit einem internen Standard möglich. Dies gestaltet sich auf Grund der folgenden Punkte 
als schwierig:
 1.) Auftreten der Analyten in mehreren Peaks unterschiedlicher Ladung
 2.) Überlagerung der Peaks verschiedener Aggregatgrößen, wobei keine 
  Differenzierung über den Anteil der jeweiligen Assoziate getroffen 
  werden kann
 3.) Auftreten des internen Standards in mehren Peaks unterschiedlicher 
  Ladung
Bei der MALDI-MS sind im Vergleich dazu lediglich einfach geladene Analytpeaks 
zu erwarten, so dass keine Überlagerung der Peaks verschiedener Aggregatgrößen im 
Massenspektrum auftreten können. Daraus würde sich eine eindeutige Zuordnung der 
Monomerenanteile der GnRH-Analoga ergeben, die in Verbindung mit dem internen 
Standard quantifiziert werden könnten. 
 1.2.4.2  Der Elektrosprayprozess der Ionenbildung
Die Elektrosprayionisation (ESI) ist eine sanfte Ionisationsmethode, bei der Ionen aus 
einer Lösung in die Gasphase überführt werden. Sie hat sich neben der MALDI-MS 
zu einer wichtigen und häufig eingesetzten Methode entwickelt, die unter anderem 
Untersuchungen von großen nicht flüchtigen ladbaren Molekülen, wie Proteinen, 
Nukleinsäuren und Polymeren, ermöglicht, ohne den Analyten dabei zu zerstören. Bei 
der ESI-MS wird bei Atmosphärendruck kontinuierlich eine Analytlösung (10-3-10-6 M) 
aus einer Kapillare in ein starkes elektrisches Feld versprüht. Das elektrische Feld 
sorgt für eine Ladungstrennung in der austretenden Lösung, was zur Ausbildung des 
sogenannten Taylor-Konus führt. An dessen Spitze wird kontinuierlich ein filamentartiger 
Flüssigkeitsfilm von wenigen Mikrometern Durchmesser emittiert (Abbildung 16). Ab 
einem Schwellenwert der angelegten Spannung (2-6 kV) bildet sich ein stabiles Spray, 
das je nach Ladungspolarität zur Bildung von positiven bzw. negativen Ionen führt. Wird 
die angelegte Spannung zu hoch gewählt, tritt keine schonende Ionisation mehr auf, da es 
zu Entladungen zwischen den Polen kommt. 
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Ein um die Kapillare konzentrisch angeordneter Inertgasstrom (meist N2) wird zur 
Unterstützung der Vernebelung eingesetzt. Zur vollständigen Desolvatisierung der 
ladungstragenden Flüssigkeitstropfen und zur effektiven Ionenbildung kann in einer ESI-
Ionisationsquelle ein dem Spray entgegengerichteter  beheizter Inertgasstrom (meist N2) 
und ein Inertgas-Fön (meist N2) eingesetzt werden. Die generierten Ionen werden durch 
eine beheizte Transferkapillare oder durch eine Mikroöffnung in das Massenspektrometer 
überführt (Abbildung 17).
Abbildung 16: Schematische Darstellung des makroskopischen (oben) und des
  mikroskopischen (unten) ESI-Prozesses [Lottspeich & Zorbas, 1998]
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Für die Beschreibung des Elektrosprayionisationsprozesses gibt es im Wesentlichen zwei 
verschiedene Modellvorstellungen. Das ältere Modell stammt von DOLE [Dole et al., 
1968] und wird als Modell des geladenen Rückstandes bezeichnet (CRM – Charged 
residue Model). Es geht davon aus, dass aus den ursprünglichen Tröpfchen, deren 
Durchmesser knapp 3 µm unter typischen ESI-Bedingungen beträgt, durch eine Reihe 
von Coulomb-Explosionen sehr kleine geladene Tröpfchen entstehen, die nur noch ein 
Analyt-Ion enthalten. Aus diesen entstehen durch Desolvatisierung freie gasförmige 
Ionen.
Das neuere Modell von IRBARNE & THOMSON [Irbarne & Thomson, 1976; Thomson 
& Irbarne, 1979; Irbarne et al., 1983] wird als Ionenemissionsmodell (IEM – ion 
evaporation model) bezeichnet. Im Mittelpunkt dieser Theorie steht die Ionenemission 
direkt von den hochgeladenen Tröpfchen, die noch eine Fülle von Analytmolekülen 
enthalten. 
Es gibt in der Literatur immer wieder Kontroversen über diese Modelle, da verschiedene 
Phänomene durch jeweils eine der Modellvorstellungen erklärt werden können. Für 
Makromoleküle scheint ein Kompromiss aus den beiden Modellen der CRM und IEM zu 
gelten. Dafür wurde ein  neues Modell vorgestellt, welches eine Kombination der beiden 
älteren Modelle darstellt. Dieses wird als Combined Charged residue-Field Emission 
Model bezeichnet [Hogan et al., 2009].
Es wird angenommen, dass sich das Makromolekül im Inneren des ESI-Tropfens befindet 
und dass die meiste überschüssige Ladung von solvatisierten Ionen und Protonen, 
die sich auf der Tropfenoberfläche befinden, her resultiert. Wenn das Lösungsmittel 
und die flüchtigen Elektrolyte verdampft sind, wird die verbleibende Ladung auf das 
Makromolekül transferiert.
Abbildung 17: Schematische Darstellung eines Elektrosprays mit pneumatischer 
  Unterstützung
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Bei diesem Modell wird der Ladungsstatus des Makromoleküls nicht wie bei dem CRM 
durch das Rayleigh-Limit eines Tropfens vergleichbarer Größe bestimmt, sondern 
durch das Ausmaß der Ionenemission. Die Ionenemission tritt nur bei einer kritischen 
elektrischen Feldstärke Ek auf. Durch die Emission eines Ions nimmt die elektrische 
Feldstärke ab, was eine weitere Ionenemission verhindert bis die elektrische kritische 
Feldstärke Ek durch die Verdampfung von Lösungsmittel wieder erreicht wurde. Die 
Ionenemission und die Verdampfung des Lösungsmittels treten fast gleichzeitig innerhalb 
einer sehr kleinen Zeitspanne auf, so dass die elektrische Feldstärke auf der Oberfläche des 
Tropfens annähernd konstant ist und nahe der kritischen elektrischen Feldstärke Ek liegt. 
Mit diesen Parametern lässt sich die Anzahl der Ladungen n eines Ionen emittierenden 
Tropfens mit dem Durchmesser d wie folgt berechnen:
               
n=[
πϵ0 Ek
e
D² ]
          Gleichung 3
 n Anzahl der Ladungsträger
 e0 elektrische Feldkonstante
 Ek kritische elektrische Feldstärke
 D elektrische Flussdichte
 e Elementarladung
Die Gleichung besagt, dass die Anzahl der Ladungen direkt proportional zum Quadrat des 
Tropfendurchmessers ist. Wenn die Verdampfung des Lösungsmittels abgeschlossen ist, 
d.h. der Tropfendurchmesser die gleiche Größe wie die Ionenoberfläche besitzt, werden die 
Ladungen auf das Makromolekül transferiert und dieses besitzt dann ebenfalls n Ladungen. 
Da Makromoleküle verschiedene Konformationen einnehmen können, ergibt sich daraus 
eine Größenverteilung des Tropfens und schlussendlich auch die Ladungsverteilung, 
die man in den ESI-Spektren beobachten kann. Die Anzahl der Ladungen eines 
Makromoleküls ist ebenfalls direkt proportional zur kritischen elektrischen Feldstärke Ek, 
genauer betrachtet zur Hydrationsenthalpie des Ladungsträgers im geladenen Tropfen. 
Charakteristisch für den ESI-Prozess ist die Bildung einer Formation von mehrfach 
geladenen Ionen, welche die Detektion von Makromolekülen mit hohen Molekülmassen 
zugänglich macht. Die Mehrfachladungen führen zur Erweiterung des Massenbereiches 
um den Faktor der Anzahl der Ladungen. Heutzutage ist die Elektrospray-Ionisation 
eine führende Methode bei der Anwendung von massenspektrometrischen 
Atmosphärendruckmessungen und die Methode der Wahl für die Kopplung mit der 
Flüssigchromatographie. 
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1.2.4.3  Aufbau und Messprinzip eines ESI-Massenspektrometers
Die Ionenbildung beim Elektrosprayprozess findet unter Atmosphärendruck statt. Die 
Massenanalyse dagegen wird im Hochvakuum durchgeführt. Für den Transfer der Ionen 
vom Atmosphärendruck ins Vakuum muss ein Interface zur Verfügung stehen, dass einen 
entsprechenden Druckunterschied gewährleistet (Abbildung 18). 
Die Hauptkomponenten eines Elektrospray-Ionisation-Massenspektrometers 
sind demzufolge die Ionenquelle, das Interface und der Massenanalysator mit 
einem anschließenden Auswertungssystem. In dieser Arbeit wurde ein Flugzeit-
Massenspektrometer (TOF-MS) der Firma Applied Biosystems verwendet (Abbildung 18).
Für die Bildung der Ionen mit der Elektrospray-Ionisation (ESI) stehen verschiedene 
Sprayquellen zur Verfügung. Die Grundkomponente einer ESI-Quelle ist eine Kapillare, 
über die die Analytlösung kontinuierlich in das elektrische Feld injiziert wird. Für 
Flussraten von 200 µl/min, die u.a. bei der direkten Kopplung mit chromatographischen 
Methoden vorherrschen, wurden die pneumatisch unterstützten ESI-Quellen entwickelt 
(Abbildung 19). Bei noch höheren Flussraten bis 1 ml/min kann noch ein zusätzlicher 
Föhn eingesetzt werden (Kapitel 1.2.4.2, Abbildung 17).
Abbildung 18: Schematischer Aufbau des Mariner ESI-TOF-Massenspektrometers,
  Firma Applied Biosystems [Applied Biosystems, 2001]
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Für niedrigere Flussraten wurden Mikro- bzw. Nanosprays (Abbildung 20) entwickelt. 
Diese können für Flussraten kleiner einem Mikroliter pro Minute eingesetzt werden. Es 
muss zusätzliches Zerstäubergas eingesetzt werden, da das Probenvolumen so gering ist.
Im Interface eines ESI-MS findet der Ionentransfer und die Fokussierung des Ionenstrahles 
statt. In dem in der Arbeit verwendeten Massenspektrometer wurde dies durch den Einsatz 
eines Quadrupols sowie vor- und nachgeschalteten Skimmern erreicht (Abbildung 
18). Der danach folgende Deflector (Abbildung 18, Interface) dient der Fokussierung 
des Ionenstrahles in die Pulsquelle des Massenanalysators. Mit der ESI erzeugte Ionen 
können ebenso wie bei der MALDI erzeugte Ionen durch eine Vielzahl von verschiedenen 
Massenanalysatoren analysiert werden. Sehr häufig kommen dafür Quadrupole oder 
Ionenfallen zum Einsatz. Neben den eher typischen Einsätzen des Quadrupols und der 
Ionenfalle sind auch andere Analysatoren möglich, wie zum Beispiel der Flugzeitanalysator 
oder der Ionenzyklotron-Analysator. Die Wahl des Massenanalysators wird letztendlich 
durch die Problemstellung bestimmt.
In dieser Arbeit wurde das Massenspektrometer MarinerTM der Firma Applied Biosystems 
eingesetzt, bei dem die Fokussierung des Ionenstrahles mit Hilfe eines Quadrupols 
erfolgt (Abbildung 18, Interface). Die anschließende Massenanalyse wird mit einem 
Abbildung 19: Schematische Darstellung einer pneumatisch unterstützten ESI-Quelle mit
  entgegengerichteten Gasstrom, Standardionisationsquelle für die ESI-MS
  [Applied Biosystems, 2001]
Abbildung 20: Schematische Darstellung eines Nanosprays, Firma Applied Biosystems 
  [Applied Biosystems, 2001]
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Reflektorflugrohr durchgeführt (Abbildung 18, Analysator). Dabei werden die Ionen im 
Bereich des Analysators orthogonal zu ihrer Flugrichtung extrahiert. Realisiert wird die 
Extraktion durch das Push-Pull-Potential, welches ein diskontinuierliches elektrisches 
Feld darstellt (Abbildung 18), das den Startpunkt für die Flugzeitanalyse festlegt. 
Die Ionen werden durch ein elektrisches Feld (Beschleunigungsstrecke) auf gleiche 
kinetische Energie beschleunigt, bevor sie im feldfreien Reflektorflugrohr entsprechend 
ihres m/z-Verhältnisses aufgetrennt werden. Zum Schluss erfolgt die Detektion der Ionen 
mit Hilfe eines Detektors (Abbildung 18).
1.2.4.4	 Einflussfaktoren	auf	die	ESI-MS-Messung	und		 	
  Auswertung von ESI-Massenspektren
Bei der ESI-MS werden typischerweise Lösungsmittel aus Wasser und organischen 
Lösungsmitteln mit geringem Zusatz einer Säure (im positiven Ionenmodus) oder 
einer Base (im negativen Ionenmodus) eingesetzt. Ein Beispiel dafür ist eine 
Lösungsmittelmischung mit 20-30 Volumenprozent Methanol in Wasser. Diese Mischung 
weist eine geringere Oberflächenspannung auf als eine mobile Phase aus 100 % Wasser, 
was die Ionisierungseffizienz signifikant verbessert. Für die Untersuchungen an den 
Aggregaten der GnRH-Antagonisten kann die Zugabe von organischen Lösungsmitteln 
eine Beeinflussung der Probe zur Folge haben. Vor allem durch chromatographische 
Untersuchungen in der Arbeitsgruppe ist es bekannt, dass eine Zerstörung der nicht 
kovalenten Wechselwirkungen in den Aggregatstrukturen durch organische Lösungsmittel 
stattfinden kann. Mit Hilfe der etablierten Methode der Fluoreszenzspektroskopie [Lang, 
2005] können entsprechende Einflüsse der Lösungsmittel beurteilt und die Möglichkeit 
eines Einsatzes der ESI-MS unter verschiedenen Bedingungen erörtert werden. 
Es gibt neben der Lösungsmittelzusammensetzung weitere Faktoren, die die ESI-TOF-MS-
Messung positiv oder negativ beeinflussen können. Anorganische Ionen und Detergenzien 
wirken sich negativ auf die Ionisierungseffizienz aus. Anorganische Ionen können eine 
starke Ionenemission aus den Mikrotröpfchen hervorrufen und damit in Konkurrenz zur 
Ionenemission der Analytmoleküle treten. Des Weiteren ist es möglich, dass Puffersalze 
bei der Verdampfung des Lösungsmittels in den Mikrotröpfchen kristallisieren und somit 
die Analytmoleküle irreversibel einschließen. Die  kritische Puffersalzkonzentration ist 
für jedes Salz unterschiedlich. Im Allgemeinen werden Salzkonzentrationen zwischen 0,1 
bis 1 mM toleriert; eine optimale Empfindlichkeit wird aber nur in einer Puffersalz-freien 
Analytlösung erreicht.
Detergenzien können sich auf Grund ihrer Oberflächenaktivität an der Oberfläche 
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der Mikrotröpfchen anreichern und so die Analytmoleküle vom Ort der Ionenbildung 
verdrängen. Ebenfalls können sie Wechselwirkungen mit Proteinen eingehen, wodurch 
die Bildung von freien gasförmigen Ionen behindert wird. Detergenzien beeinträchtigen 
schon in Konzentrationsbereichen von 10-100 µM deutlich die Empfindlichkeit von 
ESI-TOF-MS-Messungen [Kay & Mallet, 1993]. Aus diesen negativen Einflüssen ergibt 
sich für viele biologische Proben die Notwendigkeit der vorherigen Reinigung mit einer 
Reduzierung der anorganischen Salze und Detergenzien.
Auch der pH-Wert einer Probenlösung hat Einfluss auf die erfolgreiche ESI-TOF-
MS-Messung. Im positiven Ionenmodus führen hohe pH-Werte zu einer Abnahme der 
Ladungsanzahl von Molekülionen. Außerdem werden vermehrt Na+- und K+-Adduktionen 
nachgewiesen. Ein niedriger pH-Wert führt im Gegensatz zu weniger Adduktionen mit 
Na+ und K+ und zu einer Erhöhung des Ladungsstatus der detektierten Molekülionen. 
Um nicht kovalente Wechselwirkungen zu untersuchen, muss der pH-Wert nahe den 
biologischen Bedingungen liegen.
Neben den Eigenschaften der Probenlösung haben auch verschiedene Geräteparameter 
einen starken Einfluss auf das resultierende Massenspektrum. Geringe Flussraten der 
Probenlösung gewährleisten eine effiziente Ionisation und den Nachweis einer höheren 
Anzahl von Ionen [Applied Biosystems, 2001]. Im Gegensatz dazu führen zu hohe 
Flussraten der Probenlösung zur Ausbildung größerer geladener Tropfen und damit 
verbunden zu einer schlechteren Desolvatisierung, was zur Abnahme der Empfindlichkeit 
führt.
Eine Erhöhung der Nozzle-Temperatur führt zur Beeinflussung der Ladungsverteilung 
der  detektierbaren Molekülionen im Massenspektrum, da sie Auswirkungen auf die 
Verdampfung des Lösungsmittels hat. Es werden bevorzugt niedrigere Ladungszustände 
gebildet. Bei der Wahl einer zu hohen Nozzle-Temperatur nimmt die Empfindlichkeit 
deutlich ab. Geringe Nozzle-Temperaturen verbunden mit hohen Probenflussraten 
verursachen intensive Signale im unteren Massenbereich und Adduktbildungen mit dem 
Lösungsmittel, da keine vollständige Desolvatisierung gewährleistet werden kann.
Der Parameter Nozzle Potential hat Auswirkungen auf die „Härte“ der Methode. Mit der 
Steigerung dieses Potenzials treten vermehrt Fragmentierungen auf.
Mit dem Parameter Spray Tip Potential, der das Potenzial der Sprayspitze beschreibt, kann 
bei höheren Spannungen für polare Lösungsmittel mit hoher Oberflächenspannung eine 
bessere Zerstäubung erreicht werden. Im Gegensatz dazu können geringe Spannungen 
elektrochemische Reaktionen von Analyten, wie z.B. die Oxidation von Cystein in 
Peptiden minimieren. Im Allgemeinen kommt es bei der Wahl eines zu hohen Wertes 
des Spray Tip Potentials zu einer zu großen Potenzialdifferenz zwischen Sprayspitze und 
Nozzle, wodurch elektrische Entladungen auftreten und keine Elektrosprayionisation 
stattfindet. Bei einem zu niedrigen Wert und entsprechend zu niedrigen Potentialdifferenz 
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hingegen findet keine Ausbildung von geladenen Tröpfchen statt. 
Der Zerstäubergasstrom (Nebulizer Gas Flow) muss den Messbedingungen angepasst 
werden. Niedrigere Werte werden für geringere Probenflussraten benötigt und entsprechend 
höhere Werte für gesteigerte Probenflussraten. Gleiches gilt für den Curtain Gas Flow. 
Wenn dieser allerdings zu hoch gewählt wird, treten vermehrt Fragmentierungen auf 
und die Empfindlichkeit lässt nach. Sowohl die Proben- als auch die hier beschriebenen 
Geräteparameter können eine große Auswirkung auf eine erfolgreiche ESI-MS-Analyse 
aufweisen. Es ist für jede Problemstellung bzw. jeden Analyten daher notwendig alle 
Parameter in Verbindung miteinander zu optimieren.
Die ESI-MS liefert charakteristische Massenspektren, bei denen Ladungsverteilungen 
der Moleküle zu beobachten sind. Bei den niedermolekularen Verbindungen (<1000 Da) 
dominieren die einfach geladenen positiven oder negativen Molekülionenpeaks. 
Diese entstehen durch die Anlagerung oder Abstraktion eines Protons. Daneben ist 
die Anlagerung von Metallkationen (positiver Ionenmodus) oder von in der Lösung 
vorhandenen Anionen (negativer Ionenmodus) möglich. 
Die Bildung von mehrfach geladenen Ionen wurde erstmals bei der Untersuchung von 
Polyethylenglykolen beobachtet [Wong, et al., 1988] und führte zu einer Steigerung des 
Interesses an der ESI-MS.  Es zeigte sich, dass hochmolekulare Verbindungen im ESI-
Massenspektrum immer eine Reihe mehrfach geladener Ionen aufweisen. Zusätzlich ist es 
möglich, dass sich verschiedene Peaks überlagern und somit die Auswertung erschweren. 
Mit steigender Molekülmasse steigt die Tendenz zur Bildung mehrfach geladener Ionen 
und erweitert damit den zugänglichen Massenbereich bis hin zu Makromolekülen mit 
Molekülmassen von einigen 100000 Da. Auf Grund des Auflösungsvermögens der 
Massenspektrometer ist es jedoch nicht möglich, isotopenaufgelöste Ionenpattern von 
Makromolekülen aufzunehmen. 
Aus der Sequenz der im Spektrum auftretenden Signale lässt sich eindeutig die 
Molekülmasse, durch den Algorithmus der Dekonvolution bestimmen [Lehmann, 1996]. 
Dazu wird die Annahme getroffen, dass benachbarte Ionen sich in der Bruttoformel um 
ein Kation unterscheiden und die Zahl der zusätzlichen oder fehlenden Kationen dem 
Ladungszustand des Ions entspricht. Oft ist dieser Algorithmus in der Auswertungssoftware 
des Massenspektrometers integriert.
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1.2.5  Die Quarzmikrowaage
Die Quarzmikrowaage (QCM engl. Quartz Crystal Microbalance) ist ein Instrument, 
mit dessen Hilfe man Massenänderungen auf Oberflächen sehr empfindlich nachweisen 
kann. Physikalische Grundlage der Messung ist der umgekehrte piezoelektrische Effekt. 
Piezoelektrizität tritt immer dann auf, wenn Kristalle mit einer polaren Achse in deren 
Richtung durch Druck, Zug oder Torsion beansprucht werden. An deren Kristalloberfläche 
treten infolge der Beanspruchung elektrische Ladungen auf. Beispiele für solche Kristalle 
sind Quarz, Turmalin und Bariumtitanat. 
Das Herzstück einer Quarzmikrowaage ist ein Schwingquarz, der durch Anlegen 
einer Wechselspannung zu einer resonanten Schwingung angeregt wird. Quarz ist auf 
Grund seiner guten mechanischen und dynamischen Stabilität sowie der je nach Schnitt 
geringen Temperaturabhängigkeit der Resonanzfrequenz als Piezoelektrikum sehr gut 
geeignet. Um bestimmte Schwingungsformen anzuregen, ist es möglich den Resonator in 
verschiedenen Winkeln aus dem Kristall zu schneiden. Für die Quarzmikrowaage werden 
Plättchen aus einem stabförmigen a-Quarzkistall mit einem Winkel von 35,25° zur 
kristallographischen z-Achse geschnitten. Dabei erhält man einen Quarz mit sogenannten 
AT-Schnitt.  In der Bezeichnung „AT“ steht der Buchstabe A für den Schwingungstyp 
(schneller Dickenschwinger) und der Buchstabe T für temperaturkompensiert. Das 
Quarzplättchen besitzt auf beiden Seiten eine aufgedampfte Goldelektrode mit einer 
Schichtdicke von circa 100 nm. 
Quarzmikrowaagen-Messungen sind in der aktiven (Oszillatormethode) oder der 
passiven (Netzwerkanalyse) Messtechnik durchführbar. Beim aktiven Verfahren wird der 
Schwingquarz als frequenzbestimmendes Element in einem Rückkopplungsverstärker 
eingesetzt. Während der Messung wird die Quarzoszillation durch ein elektronisches 
Treibersystem unterhalten. Die gemessene Resonanzfrequenz ist ein Summensignal, 
welches sich aus Beladung, Dämpfung, aber auch Beiträgen des Treibersystems 
zusammensetzt. Diese Frequenz stimmt nur selten sehr genau mit der mechanischen 
Resonanzfrequenz des Quarzes überein. 
Beim passiven Verfahren wird die Impedanzspektroskopie und Netzwerkanalyse 
eingesetzt. Als Messwert dient der komplexe Reflexionsfaktor, der das frequenzabhängige 
Verhältnis von in den Quarz laufenden und von ihm reflektierten Sinusspannungen angibt. 
Es kann sowohl die Resonanzfrequenz als auch die Dämpfung der Quarzschwingung 
registriert werden. Die Oszillation der Quarzmikrowaage ist bei diesem Verfahren auch 
in hochviskosen Flüssigkeiten stabil, und Messungen von Vorgängen, die in wässrigen 
Lösungen an der Elektrode stattfinden, sind möglich.
Zur analytischen Beschreibung der auf den Quarz aufgebrachten Schichten existieren 
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zwei Grenzfälle. Für dünne starre Schichten kommt es zu einer Frequenz-, aber nicht zur 
Dämpfungsänderung.  Es gilt die Sauerbrey-Gleichung, bei der die  Frequenzänderung 
proportional zur adsorbierten Masse ist [Sauerbrey, 1959]. 
    
Δ f =
2f 0
2
√ρQ µQ
Δm
A
     Gleichung 4
 Df Frequenzänderung 
 f0 Resonanzfrequenz des Quarzplättchens 
 rQ Dichte des Quarzes
 µQ Schermodul des Quarzes 
 A Elektrodenoberfläche
 Dm zusätzliche Massenbeladung
Die Gleichung 4 nach Sauerbrey gilt nur für starre Schichten an Luft. Werden 
Flüssigkeiten gemessen, so ergeben sich Dämpfungsverluste, die mit einer Verringerung 
der Resonanzfrequenz einhergehen. Nach der Gleichung 5 [Kanazawa & Gordon, 1985a; 
Kanazawa & Gordon, 1985b] können Resonanzfrequenzänderungen für Newtonsche 
Flüssigkeiten beschrieben werden. 
    
Δ f = − f 0
3
2 √ηFρFπ µQρQ      Gleichung 5
 hF Viskosität des Flüssigkeitsfilms 
 rF Dichte des Quarzes
Aus Gleichung 5 ist zu erkennen, dass die Resonanzfrequenzänderung abhängig 
von der Viskosität und der Dichte eines Flüssigkeitsfilmes ist. Da diese Werte beide 
temperaturabhängig sind, ist die Temperatur bei der Messung möglichst konstant zu 
halten.
Die Hauptanwendung finden Quarzmikrowaagen als Monitor für die Filmdicke bei 
Verdampfungs- und Sputtering-Prozessen [Rodahl et al., 1997]. Weitere Anwendungen 
im Vakuum sind die Überwachung der Metalloxidation, von Gasadsorption oder 
von katalytischen Reaktionen. Außerdem findet die QCM in gasförmiger Umgebung 
Anwendung als Gas- und Feuchtigkeitssensor und zur Detektion von Aerosolen. 
In der flüssigen Phase wird die QCM als ein Biosensor zur Untersuchung z. B. 
der Proteinadsorption, den Antigen-Antikörper-Wechselwirkungen oder sogar der 
Zelladhäsion benutzt [Cooper & Singleton, 2007].
In dieser Arbeit sollen die Eigenschaften der Quarzmikrowaage bei der Beladung mit 
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Flüssigkeiten genutzt werden. Es sollen GnRH-Antagonisten während und nach ihres 
Aggregationsprozesses in verschiedenen Konzentrationen untersucht werden, um die 
Änderung der viskosen Eigenschaften detektieren zu können. Des Weiteren soll überprüft 
werden, inwieweit die Methode ein Screening nach neuen Komplexpartnern ermöglicht.
1.2.6  Die Dynamische Lichtstreuung
Das Prinzip der dynamischen Lichtstreuung (DLS) ist für Teilchengrößenbestimmungen 
im Bereich zwischen 2 nm und 1 µm gut geeignet [Brezesinski & Mögel, 1993]. In 
dieser Arbeit soll die Methode der DLS zur Untersuchung von Aggregaten der GnRH-
Antagonisten eingesetzt werden, um Aussagen über die Größen bzw. deren Verteilung 
treffen zu können.
Für die DLS gibt es zwei unterschiedliche Messanordnungen. Nach der Methode 
der quasielastischen Lichtstreuung (QLS) wird die Streuintensität als Funktion der 
Frequenz ermittelt. Die heutzutage fast ausschließlich verwendete Methode ist als 
Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) bekannt. Mit dieser wird die zeitabhängige 
Autokorrelationsfunktion der Streuintensität gemessen. 
Physikalisch bedient sich die Methode des Dopplereffektes, der die Verschiebung der 
Frequenz eines sich auf den Beobachter zu bzw. weg bewegenden Senders beschreibt. 
Der Betrag der Frequenzverschiebung ist von der Geschwindigkeit des Senders im 
Verhältnis zur Ausbreitungsgeschwindigkeit der Lichtwelle abhängig. Moleküle in 
der Gasphase oder in Lösung weisen eine Geschwindigkeitsverteilung auf, so dass bei 
der Lichtstreuung eine Frequenzverbreitung des gestreuten Lichtes resultiert. Diese 
Verbreiterung ist proportional zum Diffusionskoeffizienten des streuenden Partikels. 
Detektiert wird die Interferenz der Lichtwellen aus allen Streuzentren im Streuvolumen 
in kleinen Zeitintervallen. Die Brown‘sche Molekularbewegung bewirkt eine ständige 
Änderung der Anzahl von Streuzentren im Streuvolumen. Dadurch kommt es zu 
flimmernden Interferenzerscheinungen, die zu einer Schwankung der Streulichtintensität 
führen. 
Aus der Messung dieser zeitabhängigen Streulichtintensität entsteht eine definierte 
Korrelationsfunktion, aus der der Diffusionskoeffizient D der gelösten Makromoleküle 
bestimmt werden kann. Aus diesem wiederum kann der hydrodynamische Radius Rh (bzw. 
der hydrodynamische Durchmesser Dh=2Rh) der gelösten Analyten ermittelt werden: 
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rh =
k B T
6πηLM D       Gleichung 6
 Rh hydrodynamischer Radius
 kB Boltzmannkonstante
 T Temperatur
 hLM Viskosität des Lösungsmittels
 D Diffusionskoeffizient der gelösten Makromoleküle
In vielen Fällen liegen Teilchen vor, deren Durchmesser um einen Mittelwert verteilt 
ist. Die Teilchen in einem solchen System haben einen ihrer Größe entsprechenden 
Diffusionskoeffizienten. Die Korrelationsfunktion kann nicht mehr durch eine einfache 
Exponentialfunktion ausgedrückt werden, sondern muss durch die Überlagerung so vieler 
Exponentialfunktionen wie unterschiedliche Teilchengrößen vorhanden sind, beschrieben 
werden. 
Die einzelnen Funktionen müssen zusätzlich durch die entsprechenden 
Streuintensitätsbeiträge  der einzelnen Partikelfraktionen gewichtet werden. Aus den 
einzelnen Kumulanten kann das Z-Mittel (Mittelwert des Trägheitsradiusquadrates) 
des Diffusionskoeffizienten und der Polydispersitätsindex (PDI) ermittelt werden. Als 
Polydispersität bezeichnet man die relative Standardabweichung einer Probe. Diese kann 
grob in drei Kategorien unterteilen werden: als monodispers werden Proben mit einer 
Polydispersität von 20 % oder weniger bezeichnet. Eine Polydispersität von 20 % - 30 % 
wird als mittlerer Wert betrachtet; ist die Polydispersität größer als 30 % dann ist die 
Probe sehr uneinheitlich. 
Besonders an der DLS-Technik ist die Tatsache, dass, abgesehen von der Viskosität des 
Lösungsmittels und dessen Brechungsindexes, keine weiteren Parameter für die Messung 
benötigt werden. Weder die Konzentration der Probe noch deren Kontrastfaktor muss 
bekannt sein. 
In dieser Arbeit soll die dynamische Lichtstreuung zur Untersuchung verschiedener 
GnRH-Antagonisten eingesetzt werden. Das Ziel dieser Untersuchungen ist es die 
Teilchengrößenverteilung in der Probenlösung in Abhängigkeit der Konzentration 
aufzuklären.
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1.3  Zielstellung
Das Ziel dieser Arbeit ist es,  die Kenntnisse über die Aggregationsvorgänge der GnRH-
Antagonisten Cetrorelix und Ozarelix zu erweitern. Ausgangspunkt sind dabei die 
Untersuchungen von RATTEI [Rattei, 2002] und LANG [Lang, 2005]. Es sollen neue 
analytische Methoden für die Untersuchung der GnRH-Antagonisten entwickelt werden, 
die pharmazeutisch relevante Informationen über die Peptidhormone liefern. 
Dazu soll als erstes die Etablierung einer massenspektrometrischer Methode für qualitative 
Untersuchungen zum Aggregationsprozess verschiedener GnRH-Antagonisten erfolgen. 
Diese Untersuchungen sollen eine Zuordnung von Aggregatgrößen bei verschiedenen 
Konzentrationen, sowohl unterhalb als auch deutlich oberhalb der kritischen 
Aggregatbildungskonzentration ermöglichen. In Frage kommen dafür sowohl die ESI-
TOF-MS als auch die MALDI-TOF-MS mit ihrer schonenden Ionisation. Die Entwicklung 
der Methode soll durch fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen begleitet werden. 
Diese Messungen sollen sicherstellen, dass die zu entwickelnden Methoden, keinen 
Einfluss auf den Aggregationsstatus der GnRH-Antagonisten aufweisen.
Ausgehend von den etablierten qualitativen MS-Methoden soll eine quantitative 
massenspektrometrischen Methode zur Beurteilung der Aggregatverteilung in der Probe 
etabliert werden. Die MALDI-TOF-MS (Kapitel 1.2.3) ist auf Grund der geringeren 
Komplexität der zu erwartenden Massenspektren für eine Quantifizierung von GnRH-
Antagonisten der ESI-TOF-MS (Kapitel 1.2.4) vorzuziehen. 
Basierend auf den entwickelten massenspektrometrischen Methoden sollen umfassende 
qualitative und quantitative Untersuchungen einer Wirkstoffformulierungen erfolgen. 
Diese Untersuchungen sollten Aufschluss über den Aggregationsstatus des Peptidhormons 
vor und deren Verhalten nach ihrer Rekonstitution liefern. 
Um das Verständnis der Aggregation zu erweitern, soll systematisch der Einfluss 
verschiedener Elektrolyte auf das Peptidhormon Cetrorelix untersucht werden.
Neben den vorrangig eingesetzen massenspektrometrischen Methoden soll mit 
Hilfe weiterer analytischer Methoden wie der dynamischen Lichtstreuung, der 
Quarzmikrowaage und der Transmissionselektronenmikroskopie das Verständnis der 
Aggregatbildung und -verteilung weiter erschlossen werden. 
55MATERIAL UND METHODEN
2 Material und Methoden
2.1 Chemikalien
GnRH-Analoga
Cetrotide® Vials mit 0,25 mg Cetrorelix, Charge 4K058, Æterna Zentaris GmbH
lyophilisiertes Cetrorelix-Acetat der Charge 005 (88,5%) Æterna Zentaris GmbH, 
(Peptidgehalt in %)
 (Ac–D-Nal–p-Cl-D-Phe–D-Pal–Ser–Tyr–D-Cit–Leu–Arg–Pro–D-Ala–NH2)
lyophilisierte Ozarelix-Acetat der Charge 0562048 (88,3%) Æterna Zentaris GmbH, 
(Peptidgehalt in %) 
 (Ac–D-Nal–p-Cl-D-Phe–D-Pal–Ser–N-Me-Tyr–D-HCi–Nle–Arg–Pro–D-Ala– NH2)
lyophilisierte Teverelix-Acetat der Charge Ber 1495/K (90%) Æterna Zentaris GmbH, 
(Peptidgehalt in %) 
 (Ac–D-Nal–pCl-D-Phe–D-Pal–Ser–Tyr–D-HCi–Leu–Lys(iPr)–Pro–D-Ala–NH2)
lyophilisiertes D-50848, Æterna Zentaris GmbH 
 (Ac–D-Nal–p-Cl-D-Phe–D-Pal–Ser–NH2)
lyophilisiertes D-50849, Æterna Zentaris GmbH
 (Ac–D-Nal–p-Cl-D-Phe–D-Pal–Ser–Tyr–D-Cit–NH2)
lyophilisiertes D-50850, Æterna Zentaris GmbH
 (Ac–D-Nal–p-Cl-D-Phe–D-Pal–Ser–Tyr–D-Cit–Leu–Arg–Pro–NH2)
lyophilisiertes DG-420099, Æterna Zentaris GmbH
 (Ac–D-Nal–p-Cl-D-Phe–D-Pal–Ser(tBu)–Tyr(tBu)–D-Cit–Leu–Arg(HCl)–Pro–D-Ala–NH2)
MALDI-Matrixsubstanzen und Peptidstandards zur Massenkalibrierung
2,5-Dihydroxybenzoesäure (DHB), Bruker Daltonics
3-Hydroxypicolinsäure (3-HPA) p.a., Fluka
a-Cyano-4-hydoxy-zimtsäure (HCCA), Bruker Daltonics
Anthranilsäure p.a., Fluka
Ferulasäure p.a., Fluka
Salicylsäure p.a., Fluka
Peptidstandard MALDI-MS für Massenbereich 1000-4000 Da (Angiotensin II, 
Angiotensin I, Substance P, Bombesin, ACTH clip 1-17, ACTH clip 18-39, Somatosin 
28), Bruker Daltonics
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Chemikalien und Hilfsstoffe
In Tabelle  sind die verwendeten Chemikalien und Hilfstoffe zusammengefasst. Alle nicht 
aufgeführten Chemikalien wurden dem Chemikalienbestand der Organischen Chemie 
bzw. der Allgemeinen Biochemie der TU Dresden entnommen und waren mindestens 
von „reinst“-Qualität. 
Bezeichnung Hersteller
Acetonitril z. A. VEB PCK Schwedt
Ammonium-1,8-anilino-
naphthalinsulfonat (ANS)
Biochemika, Fluka
Ammoniumacetat, p. a. Riedel-de Häen
Ammoniumchlorid, p.a. Merck
Ammoniumnitrat, reinst Merck
Ammoniumrhodanid, p.a. J. T. Baker
Ammoniumsulfat, reinst Merck
Calciumacetat, p.a. J. T. Baker
Calciumchlorid,  p.a. J. T. Baker
Calciumnitrat, p.a. J. T. Baker
Calciumrhodanid, rein Riedel-de Häen
entionisiertes Wasser, 0.2 µm gefiltert Millipore-Reinstwasseranlage
Eisessig, 1 M Essigsäure, reinst Riedel-de Häen
Ethanol p.a. Roth
Gluconsäurelösung, Charge PD04004                
mit 15,96 mg Gluconsäure/2 ml Wasser
Æterna Zentaris GmbH
Kaliumacetat, p.a. Merck
Kaliumchlorid, p.a., J. T. Baker J. T. Baker
Kaliumhydrogenphosphat, reinst Riedel-de Häen
Kaliumhydroxid, p.a. Merck
Kaliumnitrat, reinst Merck
Kaliumrhodanid, p.a. J. T. Baker
Kaliumsulfat, p.a. Merck
Magnesiumacetat, p.a. J. T. Baker
Magnesiumchlorid, p.a. J. T. Baker
Magnesiumnitrat, p.a. J. T. Baker
Magnesiumsulfat, p.a. J. T. Baker
Methanol, p.a. VEB Laborchemie Apolda
Natriumacetat, p.a. J. T. Baker
Natriumchlorid, p.a. Roth Roth
di-Natriumhydrogenphosphat, p.a. Riedel-de Häen
Natriumhydroxid, p. a. Lachema
Natriumnitrat, p.a. Riedel-de Häen
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Natriumrhodanid, rein Merck
Natriumsulfat, p.a. Roth
Peptidstandard ESI-TOF-MS Applied Biosystems
Peptidstandard MALDI-TOF-MS Bruker Daltonics
Wasser zur Injektion, Ampuwa Fresenius-Kabi
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2.2 Analytische Arbeiten
2.2.1  MALDI-TOF-MS
2.2.1.1 Gerät, Targets und optimierte Aufnahmeparameter
Bruker Biflex IV Massenspektrometer 
Software Flex Control (Gerätebedienung; Aufnahme der Massenspektren) Bruker 
Daltonics
  Flex Analysis (Auswertesoftware) Bruker
Edelstahltarget, Bruker Daltonics
AnchorChip®-Target, Bruker Daltonics
Geräteparameter:
Laser:      Stickstofflaser
Pulsdauer:      3 ns
Delay:      2000 ns
Ionenpolarität:     Positiv
Matrix Deflection Pulse Masse:  400 Da Standard (bis 5 000 bei 
      speziellen Messungen)
2.2.1.2 Probenpräparation
Lösungsmittelbasierte Probenpräparationen
Es wurden jeweils Lösungen für die Matrixsubstanz und die zu untersuchenden Analyten 
durch eine exakte Einwaage bzw. durch die anschließende Korrektur des zugegebenen 
Lösungsmittelvolumens auf die Soll-Konzentration hergestellt. Im Folgenden soll 
die allgemeine Präparation beschrieben werden, da die Konzentrationen für die 
unterschiedlichen Matrices variieren. Die entsprechenden Werte sind den in den jeweiligen 
Kapiteln im Material und Methodenteil beschrieben.
Für die Präparation nach der Dried Droplet Methode wurde die Matrix mit dem Analyten in 
einem Volumenverhältnis 1:2 gemischt und 1 µl dieser Lösung auf das Target aufgetragen. 
Das Lösungsmittel konnte bei Raumtemperatur verdunsten.
Für die Präparation nach der Vacuum-drying Crystallization Methode wurde die Matrix 
mit dem Analyten in einem Volumenverhältnis 1:2 gemischt und 1 µl dieser Lösung auf 
das Target aufgetragen. Das Lösungsmittel wurde im Exsikkator durch das Anlegen eines 
Vakuums mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe abgezogen
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Bei der Zweischichtpräparation wurde zuerst 1 µl Matrixlösung auf das Target aufgebracht 
und das Lösungsmittel konnte bei Raumtemperatur verdunsten. Anschließend wurde 1 µl 
der Analytlösung auf die getrocknete Matrixschicht gegeben. Das Lösungsmittel konnte 
ebenfalls bei Raumtemperatur verdunsten.
Bei der Zweischichtpräparation mit beschleunigter Verdampfung des Lösungsmittels 
wurde zuerst 1 µl Matrixlösung auf das Target aufgebracht und das Lösungsmittel mittels 
Vakuum im Exsikkator mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe entfernt. Anschließend wurde 
1 µl der Analytlösung auf die getrocknete Schicht gegeben und das Lösungsmittel auf die 
gleiche Weise im Exsikkator entfernt.
Lösungsmittelfreie Probenpräparation
Bei der Feststoffpräparation wurde zwischen 0,01 – 0,1 mg Analyt und zwischen 
0,5 – 10,7 mg eingewogen und in einem molaren Verhältnis von Matrix:Analyt von 
500:1 bis 10000:1 bei ausreichend großen Mengen mit einem Mörser und Stößel oder bei 
kleineren Mengen mit einem Spatel gemischt. Die dabei erhaltene Mischung wurde mit 
Hilfe eines Spatels auf das Target gepresst, wobei die auf das Target aufgepresste Menge 
keine Rolle spielt.
2.2.1.3 Kalibrierung
Vor jeder Messreihe erfolgte eine externe Kalibrierung mit den monoisotopischen Massen 
eines Peptid-Kalibrierstandards (Tabelle 8) im Massenbereich von ca. 1000-4000 Da. 
Dafür wurden Summenspektren von 120-150 Schüssen bei einer Laserenergieeinstellung 
von 50 % aufgenommen. Es wurde eine quadratische Kalibrierung durch die Software 
Flex Control vorgenommen. Bei einem Wechsel der Messbedingung, zum Beispiel vom 
linearen zum Reflektormodus, erfolgte erneut eine neue Kalibrierung.
substanz Monoisotopische Masse Durchschnittsmasse
Angiotensin II 1046,5420 1047,20
Angiotensin I 1296,6853 1297,51
Substance P 1347,7361 1348,66
Bombesin 1619,8230 1620,88
ACTH clip 1-17 2093,0868 2094,46
ACTH clip 18-39 2465,1990 2466,73
Somatostatin 28 3147,4714 3149,61
Tabelle 8: Peptide für die Kalibrierung der  MALDI-MS im Massenbereich von
  ca. 1000 Da - 4000 Da
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2.2.1.4 Methodenentwicklung MALDI-TOF-MS
Teil Fluoreszenzuntersuchungen
Es wurde eine 0,1 mg/ml Cetrorelixstammlösung in 10 mM Ammoniumacetatlösung 
hergestellt. Zur Ausbildung und Stabilisierung der Aggregate wurde die Probe sieben Tage 
bei 22°C in Dunkelheit stehen gelassen. Es wurde jeweils eine 8,6·10-6 M Matrixlösung 
von 2,5-Dehydroxybenzoesäure (DHB), 3-Hydroxypicolinsäure (3-HPA), Salicylsäure, 
Ferulasäure, Anthranilsäure und a-Cyano-4-hydroxyzimtsäure (HCCA) ebenfalls in 
10 mM Ammoniumacetatlösung hergestellt.
Für die intrinsische Messung wurden 900 µl der Matrixlösung fünf Minuten vor 
Spektrenaufzeichnung in die Küvette pipettiert und auf 22°C temperiert. Anschließend 
erfolgte die Zugabe von 100 µl Cetrorelixstammlösung. Die Endkonzentrationen in der 
Küvette waren 7·10-6 M jeweils für die Matrix und für Cetrorelix. Die Lösung wurde zwei 
Sekunden mit einem Plastikstab gerührt und anschließend sofort die Messung gestartet. 
Über einen Zeitraum von 35 Minuten wurde aller fünf Minuten ein weiteres Spektrum 
aufgenommen. Nach jeder Messreihe erfolgte die Reinigung der Küvette mit 1 M Essigsäure 
und anschließend mit entionisiertem Wasser zur Vermeidung von Cetrorelix-Adsorption 
[Lang, 1998]. Für die Aufnahme des Messuntergrundes wurden 900 µl Matrixlösung in 
die Küvette pipettiert und auf 1000 µl mit 10 mM Ammoniumacetatlösung aufgefüllt. 
Anschließend erfolgte die Aufnahme des Spektrums. Der dabei erhaltene Messuntergrund 
wurde mit Hilfe des Messprogrammes von den Matrix-Cetrorelix-Spektren abgezogen. 
Die Messparameter werden in Kapitel 2.2.3.2 beschrieben.
Für die extrinsischen Sondenmessungen wurden 875 µl Matrixlösung in die Küvette 
pipettiert und fünf Minuten bei 22°C temperiert. Anschließend wurden 100 µl 
Cetrorelixstammlösung und 25 µl ANS (200 µM) der Lösung zugegeben. Die Probe 
wurde für zwei Sekunden mit einem Plastikstab gerührt und anschließend  sofort die 
Messung gestartet. Über einen Zeitraum von 35 Minuten wurde aller fünf Minuten ein 
weiteres Spektrum aufgenommen. Der Abzug des Messuntergrundes erfolgte analog zu 
den intrinsischen Fluoreszenzmessungen. Die Messparameter werden in Kapitel 2.2.3.3 
beschrieben.
Teil MALDI-TOF-MS-Untersuchungen
Für die Untersuchungen wurde eine 1 mg/ml Cetrorelixprobe in 10 mM 
Ammoniumacetatlösung hergestellt und nach einer Lagerung von sieben Tagen im 
Dunkeln bei 22°C auf ein Edelstahltarget präpariert. Es kamen folgende Matrices mit 
den jeweiligen Konzentrationen und Lösungsmitteln in Klammern zum Einsatz: DHB 
(5 und 10 mg/ml in Wasser), 3-HPA (5 und 10 mg/ml in Wasser), Salicylsäure (5 mg/
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ml in Wasser), Ferulasäure (5 mg/ml in Wasser), Anthranilsäure (5 mg/ml in Wasser) 
und HCCA (gesättigt in Wasser und Wasser:Acetonitril 1:2 v:v). Die Probenpräparation 
erfolgte mit den vier beschriebenen lösungsmittelbasierten Probenpräparationen (Kapitel 
2.2.1.2), der Dried Droplet Methode, der Vacuum-drying Crystallization Methode, der 
Zweischichtpräparation und der Zweischichtpräparation mit beschleunigter Verdampfung 
der Lösungsmittels.  Die Analyse aller Proben erfolgte im MALDI-Massenspektrometer 
im linearen Messmodus für positive Ionen und im Vergleich dazu im Reflektormodus für 
positive Ionen. Die Meßparameter werden in Kapitel 2.2.1.1 beschrieben.
2.2.1.5 MALDI-TOF-MS-Untersuchungen zur kritischen  
  Aggregatbildungskonzentration
Die Untersuchungen an einer Konzentrationsreihe von 0,001 – 0,1 mg/ml Cetrorelix in 
10 mM Ammoniumacetatlösung und einer Konzentrationsreihe von 0,001 – 0,25 mg/ml 
Ozarelix in 10 mM Ammoniumacetatlösung erfolgten nach einer Lagerung von sieben 
Tagen im Dunkeln bei 22°C. Alle Cetrorelix- und Ozarelixkonzentrationen wurden einzeln 
durch Einwaage und Zugabe von Lösungsmittel auf die jeweilige Soll-Konzentration 
eingestellt. 
Die Präparation auf das Target wurde mit den vier beschriebenen lösungsmittelbasierten 
Probenpräparationen, der Dried Droplet Methode, mit der Vacuum-drying Crystallization 
Methode,  der Zweischichtpräparation und der Zweischichtpräparation mit beschleunigter 
Verdampfung der Lösungsmittels durchgeführt. Als Matrices kamen DHB und 3-HPA 
zum Einsatz. Die Konzentration der Matrices betrug jeweils 5 mg/ml in entionisierten 
Wasser. Als Targets wurden das Edelstahl- und das AnchorChip®-Target eingesetzt. Die 
Analyse wurde im linearen Messmodus für positive Ionen durchgeführt. 
Die Untersuchungen an einer Konzentrationsreihe von 0,001 – 0,12 mg/ml D-50848 in 
10 mM Ammoniumacetatlösung und einer Konzentrationsreihe von 0,001 – 0,25 mg/ml 
D-50849 und D-50850 in 10 mM Ammoniumacetatlösung erfolgten nach einer Lagerung 
von sieben Tagen im Dunkeln bei 22°C. Alle Konzentrationen wurden einzeln durch 
Einwaage und Zugabe von Lösungsmittel auf die jeweilige Soll-Konzentration eingestellt. 
Die Präparation auf das AnchorChip®-Target erfolgte mit den Matrices DHB und 3-HPA 
mit einer jeweiligen Matrixkonzentration von 5 mg/ml in entionisiertem Wasser. Es 
wurde die Zweischichtpräparation mit beschleunigter Verdampfung des Lösungsmittels 
benutzt. Die Analyse aller Proben erfolgte im MALDI-Massenspektrometer im linearen 
Messmodus für positive Ionen. Die Meßparameter werden in Kapitel 2.2.1.1  beschrieben.
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2.2.1.6	 Quantifizierung	mittels	MADLI-TOF-MS
Für die Quantifizierung wurde eine Lösung des jeweiligen internen Standards (Teverelix, 
DG-420099, D-50848, D-50849 und D-50850) mit definierter Konzentration hergestellt. 
Die Konzentrationen betrugen 0,014 mg/ml für Teverelix, 0,01 mg/ml für DG-420099, 
0,007 mg/ml für D-50848, 0,009 mg/ml für D-50849 und 0,013 mg/ml für D-50850. 
Mit dieser Lösung wurde jeweils eine Konzentrationsreihe von Cetrorelix von 0,0001-
0,03 mg/ml hergestellt. Dazu wurden definierte Mengen an Cetrorelix eingewogen und 
direkt in der Lösung des internen Standards aufgelöst. Die Lagerung der Proben betrug 
sieben Tage bei 22°C im Dunkeln. Als Matrixsubstanzen wurden DHB und 3-HPA in 
einer Konzentration von 5 und 10 mg/ml in entionisierten Wasser hergestellt und die 
Präparation erfolgte mit der Zweischichtpräparation mit beschleunigter Verdampfung des 
Lösungsmittels (Kapitel 2.2.1.2) auf das Edelstahl- und das AnchorChip®-Target. 
Für Ozarelix wurde eine analoge Messreihe durchgeführt, wobei D-50850 als 
interner Standard mit einer Konzentration von 0,013 mg/ml eingesetzt wurde. Die 
Konzentrationsreihe von Ozarelix wurde von 0,0001 – 0,1 mg/ml massenspektrometrisch 
untersucht. Es wurde eine definierte Menge an Ozarelix eingewogen und direkt in 
der internen Standardlösung von D-50850 aufgelöst. Die Lagerung der Proben betrug 
sieben Tage bei 22°C im Dunkeln. Als Matrixsubstanzen wurden DHB und 3-HPA mit 
jeweils 5 mg/ml in entionisiertem Wasser eingesetzt. Die Präparation erfolgte mit der 
Zweischichtpräparation mit beschleunigter Verdampfung des Lösungsmittels (Kapitel 
2.2.1.2) auf das Edelstahl- und das AnchorChip®-Target. Die Analyse aller Proben erfolgte 
im MALDI-Massenspektrometer im Reflektormodus für positive Ionen, nach vorheriger 
Kontrolle auf das Vorhandensein von Aggregaten, im linearen Modus für positive Ionen. 
Die Meßparameter werden in Kapitel 2.2.1.1  beschrieben.
2.2.1.7 Untersuchung hoher Peptidkonzentrationen
Für die Untersuchung hoher Peptidkonzentrationen von GnRH-Anatgonisten von 
1-15 mg/ml wurden entsprechende Konzentrationsreihen von Cetrorelix, Ozarelix und 
Teverelix in 10 mM Ammoniumacetatlösung hergestellt. Die Proben wurden jeweils 
einzeln eingewogen und mit dem Lösungsmittel auf die Soll-Konzentration eingestellt. 
Die Lagerung vor der Präparation auf das Target betrug 7 Tage bei 22°C im Dunkeln. 
Als Präparationsmethode auf das Edelstahltarget wurde die Zweischichtpräparation mit 
beschleunigter Verdampfung des Lösungsmittels mit den Matrices DHB und 3-HPA 
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jeweils mit 5 und 10 mg/ml benutzt. Für die Minimierung der Stoffmenge der GnRH-
Antagonisten wurde die Methode leicht abgewandelt und je nach Peptidkonzentration 
zwischen 0,5 – 1 µl Analytlösung auf die getrocknete Matrixschicht aufgetragen. Nach 
der Präparation auf das Target wurden lichtmikroskopische Aufnahmen mit Hilfe 
einer Digitalkamera aufgenommen. Die Analyse aller Proben erfolgte im MALDI-
Massenspektrometer im linearen Messmodus für positive Ionen. Die Parameter werden 
in Kapitel 2.2.1.1 – 2.2.1.3 beschrieben.
2.2.1.8 Untersuchungen mit der Feststoffpräparation
Cetrorelix der unbehandelten Peptidcharge wurde mit der Matrix (DHB oder 3-HPA) 
in molaren Verhältnissen von 1:10000 bis 1:500 mit Hilfe eine Mörsers und Stößel 
oder eines Spatels gemischt. Ein Teil der erhaltenen Mischung wurde mit einem 
Spatel auf das Edelstahltarget gepresst. Die MALDI-MS Analyse der Proben erfolgte 
im linearen Messmodus für positive Ionen mit den in Kapitel 2.2.1.1 beschriebenen 
Parametern. Der Matrix Deflection Pulse Masse wurde bei diesen Messungen von 400 Da 
(Standardbedingung) auf 1000 Da, 3000 Da und 5000 Da erhöht.
Für die Untersuchung des Einflusses des Präparationsprozesses auf den 
Aggregationsstatus wurden Konzentrationsreihen von 0,001 – 0,1 mg/ml Cetrorelix 
in 10 mM Ammoniumacetatlösung hergestellt, wobei jede Probe einzeln eingewogen 
und die Konzentration eingestellt wurde. Jede Probe beinhaltete mindestens 10 mg, so 
dass eine Handhabung bei der weiteren Präparation möglich war. Die Proben wurden 
7 Tage bei 22°C im Dunkeln gelagert und die Konzentrationsreihen danach bei -32°C 
oder -80°C im Tiefkühlschrank eingefroren. Anschließend wurden sie im Lyophilisator 
CHRIST Alpha 2-4 (Christ) bei einer Trocknungstemperatur zwischen -20°C bis -10°C 
und Drücken von 0,37 mbar – 0,07 mbar lyophilisiert. Dieser Prozess dauerte ca. 48 bis 
120 Stunden. Die gewonnenen Feststoffe wurden mit der Matrix in molaren Verhältnissen 
zwischen 1:10000 bis 1:500 mit Hilfe eines Mörsers und Stößels oder Spatels gemischt 
und anschließend mit einem Spatel auf das Edelstahltarget gepresst. Die Analyse erfolgte 
analog zu den unbehandelten Peptidchargen.
Für die Analyse hoher Peptidkonzentrationen wurden Cetrorelixkonzentrationen 
zwischen  2 mg/ml und 15 mg/ml in 10 mM Ammoniumacetatlösung hergestellt. Die 
Proben wurden vor dem Einfrieren bei -80°C im Tiefkühlschrank sieben Tage bei 22°C 
im Dunkeln gelagert. Die Lyophilisation erfolgte unter den gleichen Bedingungen wie 
für die Probenreihen mit niedrigeren Cetrorelixkonzentrationen. Die MALDI-MS-
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Analyse der Proben erfolgte im linearen Messmodus für positive Ionen mit den in Kapitel 
2.2.1.1 beschriebenen Parametern. Der Matrix Deflection Pulse Masse wurde bei diesen 
Messungen von 400 Da (Standardbedingung) auf 1000 Da, 3000 Da und 5000 Da erhöht.
2.2.2  ESI-TOF-MS
2.2.2.1 Gerät, optimierte Geräteparameter
marinerTM BiospectrometryTM Workstation  - Massenspektrometer, Applied 
       Biosystems
Software Mariner Control Panal (Gerätebedienung und Aufnahme der   
  Massenspektren) Applied Biosystems
  Data Explorer (Auswertesoftware) Applied Biosystems
Interface: Standard Electrospray Spray Chamber, Applied Biosystems
  TurboIonSpray®, Applied Biosystems
System State
Ionenpolarität:   Positiv
Auxillary Gas:   6 l/min; nur bei Verwendung des TurboIonSpray® 
Curtain Gas:   1,4 l/min
Nebulizer Gas:  0,8 l/min
Source Settings
Spray Tip Potential:  4988,66 V
SCIEX Heater:  199,95 °C
API Interface Settings
Nozzle Potential:  120,21 V
Skimmer 1 Potential:  10.01 V
Quadrupol DC Potential: 6,52 
Deflection Voltage:  -0,29
Einzel Lens Potential:  -26,00
Quadrupol RF Voltage: 999,02
Quadrupol Temperatur: 140,01 °C
Nozzle Temperatur:  140,01 °C
Analyzer Settings
Push Pulse Potential:  635,13
Pull Pulse Potential:  234,89
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Pull Bias Potential:  2,00
Acceleration Potential: 3999,94
Reflector Potential:  1549,99
Detector Voltage:  2400,92
Spectrum Akquisition Settings
Seconds Per Spectrum: 3 s; 10 s; 30 s; 60 s
First Mass:   300,00
Last Mass:   3000,00
Accumulate Spectra:  OFF
System Settings
Gas Control Mode:  Manual (Werte unter System State)
Syringe Pump Mode:  Manual
Flußrate:   25 / 50 µl/min  
Min Analyzer Mass:  40,00
Max Analyzer Mass:  4000,00
2.2.2.2 Kalibrierung
Die Kalibrierung der m/z-Skala erfolgte vor jeder Messreihe mit Hilfe eines Peptid-
Kalibrierstandards. Dazu wurden fünf bis zehn Summenspektren akkumuliert und 
anschließend wurde die Kalibrierung mit den monoisotopischen Massen der in Tabelle 9 
aufgeführten Peptide durchgeführt.
substanz Monoisotopische Masse Durchschnittsmasse
Bradykinin 1059,5614 1060,23
Angiotensin I 1295,6775 1296,50
Neurotensin 1671,9097 1672,95
Tabelle 9: Peptide für die Kalibrierung der ESI-MS
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2.2.2.3 Methodenentwicklung und systematische    
  Untersuchungen mit der ESI-TOF-MS
Teil Fluoreszenzuntersuchungen
Für Cetrorelix wurde eine Stammlösung von 1 mg/ml in 10 mM Ammoniumaceatlösung 
hergestellt und vor der Messung für fünf Tagen bei 22°C im Dunkeln gelagert. Für 
Ozarelix wurden Stammlösungen mit einer Konzentration von 1 mg/ml, 2 mg/ml und 
5 mg/ml in 10 mM Ammoniumacetatlösung hergestellt. Die Standzeit dieser Proben betrug 
ebenfalls fünf Tage bei 22°C im Dunkeln. Die Stabilitätsuntersuchungen von Cetrorelix 
und Ozarelix bei Verdünnung mit organischen Lösungsmitteln wurden in Quarzküvetten 
mit einer Schichtdicke von 1 cm durchgeführt. Für die Fluoreszenzmessung erfolgte eine 
Verdünnung ausgehend von den Stammlösungen auf 10 µg/ml für beide Peptide und 
für Ozarelix zusätzlich auf 100 µg/ml. Zur Verdünnung wurden Lösungsmittelgemische 
mit 10 Vol-%, 20 Vol-%, 30 Vol-%, 40 Vol-% und 50 Vol-% Methanol in Wasser und 
10 Vol-%, 20 Vol-%, 30 Vol-% und 40 Vol-% Acetonitril in Wasser eingesetzt. Zusätzlich 
erfolgte die Verdünnung mit Wasser auf die oben aufgeführten Cetrorelix- bzw. 
Ozarelixkonzentrationen.
Die Aufnahme der Fluoreszenzspektren erfolgte mit den Parametern der intrinsischen 
Fluoreszenzspektroskopie (Kapitel 2.2.3.2) für Cetrorelix und Ozarelix. Für Ozarelix 
wurden zusätzlich extrinsische Fluoreszenzmessungen mit den in Kapitel (Kapitel 2.2.3.3) 
aufgeführten Parametern durchgeführt. Die Spektrenaufnahme erfolgte über einen 
Zeitraum von 60 Minuten. Für Lösungsmittelzusammensetzungen mit einem geringen 
Einfluss auf den Aggreagtionsstatus wurde der Zeitraum auf drei Stunden verlängert. 
Eine 1 mg/ml Cetrorelixprobe in 10 mM Ammoniumacetatlösung wurde zur Beurteilung 
der Aggregatausbildung und Aggregatstabilität nach einer Standzeit von 60 Minuten bei 
einer Verdünnung mit Wasser auf 10 µg/ml Cetrorelix untersucht.
Teil ESI-TOF-MS Untersuchungen
Für die ESI-TOF-MS-Messungen mit dem Standardinterface wurden die Cetrorelix- und 
Ozarelixproben der Fluoreszenzmessungen nach sieben Tagen Standzeit bei 22 °C im 
Dunkeln verwendet. Die Verdünnung erfolgte ausgehend von den Stammlösungen auf 
10 µg/ml für beide Peptide und für Ozarelix zusätzlich auf 100 µg/ml. Zur Verdünnung 
kamen wie bei den Fluoreszenzmessungen Lösungsmittelgemische mit 10 Vol-%, 20 Vol-
%, 30 Vol-%, 40 Vol-% und 50 Vol-% Methanol in Wasser und 10 Vol-%, 20 Vol-%, 
30 Vol-% und 40 Vol-% Acetonitril in Wasser zum Einsatz. Die Spektrenaufzeichnung 
erfolgte für jede Probe 3  s, 10 s und 30 s pro Massenspektrum mit den in Kapitel 2.2.2.1 
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beschriebenen Aufnahmeparametern. Als Sprayquelle wurde die Standard Electrospray 
Spray Chamber verwendet.
Für die ESI-TOF-MS-Untersuchungen mit dem TurboIonSpray® wurden 
Konzentrationsreihen von Cetrorelix, Ozarelix, D-50848, D-50849 und D-50850 in 
5 mM Ammoiumacetatlösung untersucht. Alle Proben wurden einzeln eingewogen und 
mit 5 mM Ammoiumacetatlösung auf ihre Soll-Konzentration eingestellt und vor der 
Messung sieben Tage im Dunkeln bei 22 °C gelagert.
Die Cetrorelixproben wurden in einem Konzentrationsbereich von 0,01 mg/ml bis 
0,08 mg/ml in 5 mM Ammoiumacetatlösung hergestellt. Für Ozarelix wurde eine 
Konzentrationsreihe von 0,01 mg/ml bis 0,06 mg/ml in 5 mM Ammoniumacetatlösung 
hergestellt. Für D-50848 wurde eine Konzentrationsreihe von 0,001 mg/ml bis 
0,4 mg/ml in 5 mM Ammoniumacetatlösung hergestellt. Für D-50849 wurde eine 
Konzentrationsreihe von 0,0025 mg/ml bis 0,05 mg/ml in 5 mM Ammoniumacetatlösung 
hergestellt. Für D-50850 wurde eine Konzentrationsreihe von 0,01 mg/ml bis 0,09 mg/
ml in 5 mM Ammoniumacetatlösung hergestellt. Die ESI-TOF-MS-Messung erfolgte 
mit dem TurboIonSpray® mit den unter Kapitel 2.2.2.1 beschrieben Parametern. Die 
Spektrenaufzeichnung erfolgte für jede Probe mit 3  s, 10 s und 30 s pro Massenspektrum.
2.2.3  Spektroskopische Analysen
2.2.3.1 Geräte und Arbeitsmaterialien
Flureszenzspektrometer: HITACHI F-4500 Fluorescence Spectrophotometer mit
    Software (F-4500 Fluoescence Spectrophotometer
    Program), Hitachi
Fluoreseszenz-Quarküvette, Schichtdicke 10 mm, Helma
Fluoreseszenz-Quarküvette, Schichtdicke 1 mm, Helma
Cryostat RM6, Lauda
UV/VIS-Spektrometer: Carl Zeiss Technology Spekol 1200
    Amersham Pharmacia Ultraspec 100pro
UV-Küvette, Schichtdicke 10 mm, Pharmacia
Reinstwasseranlage, Millipore
HPLC Anlage: Pumpe: GAT LC 1100 HPLC-Pump
   Säule:  Eurosphere RP 18; 5µm, ES 30 (5x250 mm), 
     Gamma Analysentechnik GmbH
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   Entgaser: DEGASYS DG-1210
   Autosampler: GAT Gamma Analysentechnik GmbH LC 1600
   UV-Detektor: GAT LCD 500, Gamma Analysentechnik GmbH
   Interface: ICI Instruments DP 800 Detector Interface
   Elutionsmittel: Acetonitril/Wasser/TFA (35/65/0,1) (v/v)
   Detektion: UV, l = 217 nm, Range 0,02
   Fluss:  1 ml/min
   Druck:  ca. 10 MPa
2.2.3.2 Intrinsische Fluoreszenzmessungen
Alle Proben wurden exakt eingewogen oder durch Korrektur des zuzugebenden 
Lösungsmittelvolumens auf die exakte Soll-Konzentration eingestellt. Die Lagerung 
der Proben betrug sieben Tage bei 22°C in Dunkelheit. Vor der Messung erfolgte eine 
Thermostatisierung der Proben für fünf Minuten in der Küvette. Nach jeder Messung 
schloss sich die Reinigung der Küvette mit 1 M Essigsäure und destillierten Wasser zur 
Vermeidung von Peptid-Adsorption an.
Die intrinsischen Fluoreszenzmessungen erfolgten mit diesen Parametern:
Lichtquelle: 150W Xenon Bogenlampe
Monochromator: Aberration-corrected concave diffraction grating, 900 1/mm
Detektor: Photomultiplier
Excitationsspalt : 5,0 nm (spektrale Auflösung)
Emmissionsspalt: 5,0 nm (spektrale Auflösung)
Photomultiplierspannung: 700 V
Ansprechempfindlichkeit: auto
Scangeschwindigkeit: 60 nm/min
Data Mode: Fluoreszenz
Scan Mode: Emission
Anregungswellenlänge: 280 nm
Messung: 300-540 nm
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2.2.3.3 Extrinsische Fluoreszenzmessungen 
Es wurden Emmisionsspektren von 400-650 nm bei einer Anregungswellenlänge von 
346 nm aufgenommen. Die Probenlösungen wurden fünf Minuten in der Küvette equilibriert 
und gemessen. Anschließend wurde ANS zugegeben, so dass die Endkonzentration in 
der Küvette 5 µM ANS betrug. Die Probe wurde verrührt und bei nicht zeitabhängigen 
Messungen erneut fünf Minuten equilibriert und gemessen. Bei zeitabhängigen Messungen 
erfolgte der Messbeginn direkt nach dem Rühren. Die Fluoreszenzintensität wurden aus 
der Differenzbildung beider Spektren gebildet. Für alle Proben wurden Blindproben 
(Wasser, Puffer, Salzlösung) aufgenommen. Die Proben wurden vor Messbeginn sieben 
Tage bei 22°C in Dunkelheit gelagert.
Die Parameter der Messung sind:
Lichtquelle: 150W Xenon Bogenlampe
Monochromator: Aberration-corrected concave diffraction grating, 900 1/mm
Detektor: Photomultiplier
Excitationsspalt : 5,0 nm (spektrale Auflösung)
Emmissionsspalt: 5,0 nm (spektrale Auflösung)
Photomultiplierspannung: 700 V
Ansprechempfindlichkeit: auto
Scangeschwindigkeit: 60 nm/min
Data Mode: Fluoreszenz
Scan Mode: Emission
Anregungswellenlänge: 346 nm
Messung: 400-650 nm
2.2.3.4 Fluoreszenzmessungen zur Bestimmung von    
  Parametern für die ESI-TOF-MS-Messungen
Für die Fluoreszenzmessungen zur Bestimmung der Parameter für die ESI-TOF-MS- 
Untersuchungen mit dem TurboIonSpray® wurden Konzentrationsreihen von Cetrorelix, 
Ozarelix, D-50848, D-50849 und D-50850 in 5 mM Ammoiumacetatlösung untersucht. 
Es kamen die gleichen Proben wie bei den ESI-MS-Messungen zum Einsatz (Kapitel 
2.2.2.3). Die Lagerung vor der Messung betrug fünf Tage im Dunkeln bei 22 °C. 
Die Cetrorelixproben wurden in einem Konzentrationsbereich von 0,01 mg/ml bis 
70 MATERIAL UND METHODEN
0,08 mg/ml in 5 mM Ammoiumacetatlösung hergestellt. Für Ozarelix wurde eine 
Konzentrationsreihe von 0,01 mg/ml bis 0,06 mg/ml in 5 mM Ammoniumacetatlösung 
hergestellt. Für D-50848 wurde eine Konzentrationsreihe von 0,001 mg/ml bis 0,4 mg/ml in 
5 mM Ammoniumacetatlösung hergestellt. Für D-50849 wurde eine Konzentrationsreihe 
von 0,0025 mg/ml bis 0,05 mg/ml in 5 mM Ammoniumacetatlösung hergestellt. Für 
D-50850 wurde eine Konzentrationsreihe von 0,01 mg/ml bis 0,09 mg/ml in 5 mM 
Ammoniumacetatlösung hergestellt. Die Aufnahme des Fluoreszenzspektren erfolgte mit 
der intrinsischen und extrinsischen Fluoreszenzspektroskopie wie in Kapitel 2.2.3.2 und 
2.2.3.3 beschrieben. 
2.2.3.5 Aggregationsverhalten von Ozarelix
Für die Optimierung der fluoreszenzspektroskopischen Messbedingungen für 
Ozarelix wurde eine Konzentrationsreihe von Ozarelix von 0,01-25 mg/ml in 10 mM 
Ammoniumacetatlöung hergestellt. Dazu wurden alle Proben einzeln eingewogen und mit 
10 mM Ammoniumacetatlösung auf ihre Soll-Konzentration eingestellt. Die Lagerung 
der Proben betrug sieben Tage bei 22°C im Dunkeln.
Die Messung erfolgte auf zwei verschiedenen Wegen: zum einen mit einer Fluoreszenz-
Quarzküvette mit einer Schichtdicke von 10 mm; zum anderen wurde eine Messanordnung 
in einem Winkel von 30° zum optischen Strahlengang, in Verbindung mit einer 
Quarzküvette mit einer Schichtdicke von 1 mm, verwendet. Die Messbedingungen 
entsprechen den in Kapitel 2.2.3.2 aufgeführten für die Fluoreszenz-Quarzküvette mit 
einer Schichtdicke von 10 mm. Bei Verwendung der  Fluoreszenz-Quarzküvette mit einer 
Schichtdicke von 1 mm erfolgte die Änderung der Spaltbreiten des Excitations- und 
Emmisionsspaltes auf 2,5 nm spektrale Auflösung im Spektrum. 
Des Weiteren wurde eine Ozarelixkonzentrationsreihe von 0,03-0,6 mg/ml in 5 mM 
NaCl-Lösung hergestellt. Die Proben wurden ebenfalls alle einzeln eingewogen und 
entsprechend mit 5 mM Ammoniumacetatlösung auf ihre Soll-Konzentration eingestellt. 
Die Lagerung der Proben betrug sieben Tage bei 22°C im Dunkeln. Die Messung 
erfolgte mit einer Fluoreszenz-Quarzküvette mit einer Schichtdicke von 10 mm mit der 
intrinsischen und extrinsischen Fluoreszenzspektroskopie wie in Kapitel 2.2.3.2 und 
2.2.3.3 beschrieben.
Nach jeder Messung erfolgte die Reinigung der Küvette mit 1 M Essigsäure und 
anschließend mit destilliertem Wasser, um eine Adsorption von Ozarelix zu unterbinden
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2.2.3.6   Aggregationsverhalten von Cetrorelix in Abhängigkeit  
  verschiedener An- und Kationen
Es wurden Cetrorelixlösungen mit einer Konzentration  von 100 µg/ml in verschiedenen 
Salzlösungen hergestellt. Untersucht wurden Ca(NO3)2, Ca(OAc)2, CaCl2, Ca(SCN)2, 
K2 HPO4, K2SO4, KCl, KNO3, KOAc, KSCN, Mg(NO3)2, MgSO4, MgCl2, Mg(OAc)2, 
Na2HPO4, Na2SO4, NaCl, NaNO3, NaOAc, NaSCN, (NH4)3PO4, (NH4)2SO4, NH4Cl, 
NH4NO3, NH4OAc und NH4SCN. Die Cetrorelixlösung wurde in jeweils drei 
verschiedenen Salzkonzentrationen 0,1 mM, 1 mM und 5 mM hergestellt. Der pH-Wert 
aller Additiv-Cetrorelixlösungen wurde in den Bereich zwischen pH 6 und 8 eingestellt. 
Die Ausbildung der Aggregate erfolgte bei Raumtemperatur. Nach einem und nach 
sieben Tagen wurden die Proben mittels intrinsischer Fluoreszenz mit den in Kapitel 
2.2.3.2 aufgeführten Parametern untersucht. Die Konzentration der Probe wurde UV-
spektroskopisch und mittels HPLC bestimmt. 
Die Bestandteile der verwendeten physiologischen Ringerlösung (100 %) sind: 147 mM 
NaCl, 4 mM KCl und 3 mM CaCl2. Es wurden 100 mg/ml Cetrorelixlösungen in 100-, 
50-, 25-, 5-, 2,5-, 1,25-%iger Ringerlösung hergestellt und jeweils nach einem und sieben 
Tagen mittels intrinsischer Fluoreszenz mit den in Kapitel 2.2.3.2 aufgeführten Parametern 
untersucht. Die Konzentration der Probe wurde ebenfalls UV-spektroskopisch und mittels 
HPLC bestimmt. 
2.2.4  Anwendung der etablierten Fluoreszenz- und MALDI- 
  TOF-MS-Methoden zur Untersuchung einer    
  Cetrotide®-Formulierung
Die Herstellung der Proben erfolgte nach der Rekonstitutionsvorschrift der Zentaris 
GmbH. Dazu wurde eine Ampulle mit Gluconsäure geöffnet und 1 ml dieser Lösung 
entnommen und in ein Falcon-Tube überführt und 9,25 ml Wasser für Injektionszwecke 
zugegebenen und sanft geschwenkt. Anschließend wurden mit Hilfe einer 1 ml 
Einwegspritze 0,4 ml der verdünnten Gluconsäurelösung aus dem Falcon-Tube entnommen 
und in das Cetrotide® Vial gegeben. Die Probe wurde anschließend sanft geschwenkt. 
Zehn Minuten nach dieser Rekonstitution wurden dem Cetrotide® Vial erneut 0,32 ml 
Wasser für Injektionszwecke zugegeben und das Vial anschließend sanft geschwenkt. 
Für die fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen wurden 9 Cetrortide® Vials 
nach der beschriebenen Vorschrift rekonstitutiert. Die Fluoreszenzmessungen erfolgten 
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nach 0, 0,5, 1, 1,5, 2, 3, 4, 24 und 48 Stunden mit der intrinsischen und extrinsischen 
Fluoreszenzspektroskopie. Es wurden die in Kapitel 2.2.3.2 und 2.2.3.3 beschriebenen 
Parameter für die intrinsische und extrinsische Fluoreszenzmessung eingesetzt. Bei 
der extrinsischen Fluoreszenzsmessung lag eine 40 µM ANS Konzentration in der 
Messküvette vor, anstatt der üblichen 5 µM ANS Lösung.
Für die Quantifizierung wurde eine Cetrorelixkonzentrationsreihe von 0,001 mg/ml 
bis 0,03 mg/ml Cetrorelix und 0,013 mg/ml D-50850 in 10 mM Ammoniumacetlösung 
und eine Kalibrierkurve aufgenommen. Es wurde ein Cetrotide® Vial nach der 
Rekonstitutionsvorschrift hergestellt. Für die Bestimmung der Konzentration an 
Cetrorelixmonomeren in der Cetrotide® Probe wurde nach  0, 0,5, 1, 1,5, 2, 3, 4, 24 
und 48 Stunden ein Volumen von 50 µl entnommen. Um zu gewährleisten, dass die 
Cetrorelixkonzentration im Konzentrationsbereich der Kalibrierkurve liegt, wurde die Probe 
zuerst 1:10 mit dem Wasser für Injektionszwecke und anschließend 1:2 mit einer 0,026 mg/
ml D-50850 Stammlösung verdünnt. Damit ergibt sich eine Cetrorelixkonzentration von 
0,01735 mg/ml in der Endlösung. Die Probe wurde mit der Zweischichtpräparation mit 
beschleunigter Verdampfung des Lösungsmittels (Kapitel 2.1.2.2) auf das AnchorChip® 
Target präpariert. Als Matrix wurde DHB mit 5 mg/ml eingesetzt. Es erfolgte eine 
Kalibrierung des Massenspektrometers mit den in Kapitel 2.2.1.3 beschriebenen 
Bedingungen. Für die Bestimmung der Cetrorelixmonomerenkonzentration wurde die 
Kalibrierkurve genutzt und entsprechend der Verdünnung berechnet. Die Untersuchung 
der Cetrotide®-Probe mit Hilfe der Feststoffprobenpräparation erfolgte mit der Matrix 
DHB mit den in Kapitel 2.1.2.2 beschriebenen Parametern.
2.2.5  Quarzmikrowaage
Für alle Messungen mit der Quarzmikrowaage wurden AT-Schwingquarze mit 
Goldelektroden auf beiden Seiten verwendet. Zur Herstellung des elektrischen Kontaktes 
zum Netzwerkanalysator wurde die verwendete Goldelektrode (Arbeitselektrode) mit 
Hilfe von Silberleitlack zur anderen Seite des Quarzes verlängert. Beim Einbau der 
Quarze in die Teflonmesszelle musste darauf geachtet werden, dass der O-Ring der 
Messelektrode gut abdichtet war und der Druck auf den Quarz nicht zu hoch wurde. Dies 
hätte zu Verspannungen im Quarz führen können, die zu stark veränderten Frequenzwerten 
bzw. zum Zerbrechen führen würden. 
Beim Vergleich von Resonanzfrequenzen in Luft zwischen den Messungen wurde 
der Quarz nicht aus der Messzelle ausgebaut. Das Trocknen des Quarzes erfolgte mit 
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Druckluft. Vor jeder Messung wurde über zwei Minuten die Stabilität der Dämpfungs- 
und Resonanzfrequenzwerte kontrolliert. Um einen Temperatureffekt auszuschließen, 
wurde die Temperatur mit einem Quecksilberthermometer überwacht, da die verwendete 
Messzelle keine Möglichkeit der Temperaturregulierung ermöglichte. 
Geräte und Messparameter:
Es kamen zwei verschiedene Netzwerkanalysatoren zum Einsatz, die nach demselben 
Prinizip die Quarzschwingungen bestimmen. Somit ist die Vergleichbarkeit der Ergebnisse 
gewährleistet.
Netzwerkanalysator:  Agilent E5100A; (Cetrorelix, Ozarelix)
    Advantest R3753B; (D-50848, Komplexierung von Cetrorelix)
analysierte Bandbreite im Bereich der Resonanzfrequenz: 10 kHz – 30 kHz
Messintervall 0,5 s – 0,7 s 
QCM-Messungen zur Aggregation von Cetrorelix, Ozarelix und D-50848 
Es wurden für die Peptide entsprechende Konzentrationsreihen aus einer Stammlösung 
mit 10 mM Ammoniumacetatpuffer hergestellt. Die Proben wurden mindestens sechs 
Tage nach der Herstellung im Dunkeln bei Raumtemperatur gelagert bevor sie gemessen 
wurden. Für die QCM-Messungen wurden 100 µl Probe auf den Quarz gegeben und die 
Resonanzfrequenzen und Dämpfungen aufgezeichnet. Die Reinigung der Goldelektrode 
erfolgte durch Spülen mit Reinstwasser bzw. 30%-iger Essigsäure, wobei zum Schluss 
immer mit Reinstwasser gereinigt wurde. Anschließend wurde die Elektrode mit Druckluft 
getrocknet.
Desorption bzw. Deaggregation Ozarelix
Bei der Adsorption des Peptids auf der Goldelektrode sank die Resonanzfrequenz bzw. 
stieg die Dämpfung. Sobald die zeitliche Änderung der Dämpfung  kleiner als etwa 
30 Hz/min war, wurde mit einer Eppendorfpipette 1 µl Eisessig  vorsichtig zu den 100 µl 
Probe auf den Quarz gegeben und währenddessen die Resonanzfrequenz und Dämpfung 
aufgezeichnet. 
Komplexierung von Cetrorelix mit Polyglutaminsäure und Chitosan 
Chitosanlösung: 
Eine Masse von 24,29 mg Chitosan wurde in 13,04 g 0,1 M Essigsäure gelöst (pH = 3,4). 
2 ml dieser Lösung wurden mit 2 ml 0,1 M Ammoniaklösung verdünnt (pH = 5,2). Daraus 
ergab sich eine Endkonzentration der Chitosanlösung von 0,93 mg/ml.
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Polyglutaminsäurelösung:
Zu 19,13 mg Polyglutaminsäure wurden 10,83 g Reinstwasser und 2,02 g 0,1 M 
Ammoniaklösung gegeben, so dass sich eine klare Lösung gebildet hat (pH = 8,3). 2 ml 
dieser Lösung wurden mit 2 ml 0,1 M Essigsäurelösung verdünnt (pH = 3,7). Daraus 
ergabt sich eine Endkonzentration der Polyglutaminsäurelösung von 0,74 mg/ml.
Cetrorelixlösung:
Es wurde eine Lösung von 0,5 mg/ml Cetrorelix in 10mM Ammoniumacetat bei pH = 6,1 
verwendet.
Nach der Reinigung des Quarzes und Stabilisierung der Frequenz- und Dämpfungswerte 
an Luft und in Reinstwasser wurden in folgender Reihenfolge je 100 µl der entsprechenden 
Lösungen auf die Goldoberfläche gegeben:
 0. Testmessungen mit Cetrorelix auf unbehandeltem Quarz
 1. Chitosan
 2. Polyglutaminsäure
 3. Cetrorelix
 4. Polyglutaminsäure
 5. Chitosan
Die Adsorptionszeit wurde bei Chitosan und Polyglutaminsäure so lang gewählt, bis 
keine erkennbaren Frequenz- und Dämpfungsänderungen zu verzeichnen waren. Die 
Adsorption von Cetrorelix wurde nach 90 Minuten abgebrochen. Zu diesem Zeitpunkt 
war das Adsorptionsgleichgewicht noch nicht erreicht. Nach jeder Adsorption wurde 
mindestens  drei mal mit je 1 ml Reinstwasser gespült, mit Druckluft getrocknet und 
eine etwa fünfminütige Messung mit 100 µl Reinstwasser durchgeführt. Erst nach dieser 
Testmessung mit Reinstwasser wurde der Luftwert der Frequenz für die Auswertung 
aufgezeichnet. 
2.2.6  Dynamische Lichtstreuung
Für die Durchführung der dynamischen Lichtstreuung wurden Küvetten aus Polystyren 
verwendet, wobei das eingesetzte Probenvolumen mindestens 100 µl betrug. Die 
Temperatur bei der Messung lag bei 25 °C. Entsprechend dieser Temperatur wurde für 
die Berechnung des hydrodynamischen Durchmessers die diesem Wert zugeordnete 
Viskosität von Wasser von 0,8872 cP verwendet. Als Gerät wurde der Zetasizer Nano der 
Firma Malvern Instruments eingesetzt.
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Ozarelix und Cetrorelix wurden für die dynamische Lichtstreuung in 10 mM 
Ammoniumacetat, 0,1 M Essigsäure und Salzsäure (pH = 0,99) in verschiedenen 
Konzentrationen hergestellt. 
Außer den Lösungen in 10 mM Ammoniumacetat wurden alle Proben vor den DLS-
Messungen unter der Sterilbank durch einen 0,22 µm PES-Filter filtriert. Die Wiederfindung 
der Peptide wurde durch einen Vergleich der UV-Absorption bei 265 nm vor und nach 
dem Filtrieren überprüft.
2.2.7  Transmissionselektronenmikroskopie
Es wurden Lösungen von Cetrorelix in 10 mM Ammoniumacetat auf ein 
kohlenstoffbeschichtetes Kupfergitter gegeben. Die Untersuchung unter dem 
Transmissionselektronenmikroskop erfolgte bei einer Beschleunigungsspannung von 
100 kV.

77ERGEBNISSE
3 Ergebnisse
3.1 MALDI-TOF-MS
3.1.1  Entwicklung einer Methode für qualitative MALDI-TOF- 
  MS-Messungen
Die Anwendung der MALDI-TOF-MS für die Untersuchung der Aggregate von GnRH-
Antagonisten  stellt eine große Herausforderung an die massenspektrometrische Methode 
dar. Methodenbedingt findet bei der Probenpräparation ein Übergang von der flüssigen 
in die feste Phase durch die Entfernung des Lösungsmittels statt. Gleichzeitig werden 
die Analyten in die Matrix eingebettet. Diese Prozesse stellen Schlüsselfaktoren für eine 
erfolgreiche MALDI-TOF-MS-Messung, insbesondere für nicht kovalente Verbindungen 
wie die hier zu untersuchenden Aggregate der GnRH-Antagonisten, dar. Auf Grund der 
schwachen Wechselwirkungen können diese Verbindungen durch die Probenpräparation 
und/oder die Eigenschaften der Matrix zerstört werden. Somit nimmt insbesondere die 
Auswahl der Matrix verbunden mit der anschließenden Probenpräparation die zentrale 
Rolle bei der Methodenentwicklung ein. Die Aufgabe für die Entwicklung einer MALDI-
TOF-MS-Methode für die Untersuchung von GnRH-Antagonisten und ihren Aggregaten 
bestand demzufolge darin, die Probenpräparation so anzupassen, dass eine Änderung des 
Aggregationszustandes der GnRH-Antagonisten weitgehend verhindert wird.
Die Untersuchungen zur Auswahl der am besten geeignetsten MALDI-Matrix erfolgten 
zum einen mit der Methode der Fluoreszenzspektroskopie, die es ermöglicht, an Hand der 
spektralen Veränderungen den Einfluss von Matrixsubstanzen auf den Aggregationsstatus 
in Lösung zu bewerten. Zum anderen ermöglichten MALDI-massenspektrometrische 
Messungen selbst die Beurteilung des Einflusses in Verbindung mit dem 
massenspektrometrischen Verhalten der untersuchten Aggregate der GnRH-Antagonisten 
und der Matrices. Am Modellpeptid Cetrorelix wurden die fluorszenzspektroskopischen und 
massenspektrometrischen Untersuchungen mit den Matrices 2,5-Dihydroxybenzoesäure 
(DHB), a-Cyano-4-hydroxyzimtsäure (HCCA), Ferulasäure, Anthranilsäure, Salicylsäure 
und 3-Hydroxypicolinsäure (3-HPA) durchgeführt und bewertet.
Für die Bewertung des Einflusses der Matrixsubstanzen mit der Fluoreszenzspektroskopie 
musste beachtet werden, dass die Messungen Bedingungen so ähnlich wie möglich zur 
Dried Droplet MALDI-Probenpräparation sind. Dies ist nicht in jedem Fall möglich, da bei 
den Fluoreszenzmessungen Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)-Prozesse 
zwischen den Matrixsubstanzen und Cetrorelix auftreten, wenn MALDI-TOF-MS 
typische Matrix-Analyt-Verhältnisse verwendet werden. Diese führen zu einer völligen 
Ausblendung des Cetrorelixsignals.  Aus diesem Grund wurden Proben untersucht, in 
78 ERGEBNISSE
denen die Matrix und der Analyt in gleichen molaren Anteilen in der Lösung vorlagen. 
Unter diesen Bedingungen ist eine Fluoreszenzmessung möglich ohne das Cetrorelixsignal 
auszublenden. Dies ermöglicht es, prinzipielle Einflüsse der Matrix auf den Analyten 
zu untersuchen und abzuschätzen. Eine Simulation anderer MALDI-TOF-MS typischer 
Probenpräparationen mit der Fluoreszenzspektroskopie ist auf Grund der Verschiedenheit 
der Methoden nicht möglich.
Die Fluoreszenzmessungen erfolgten in Zusammenarbeit mit KUNTKE im Rahmen 
einer Diplomarbeit [Kuntke, 2004]. Über einen Zeitraum von 35 Minuten wurden sowohl 
das intrinsische als auch das extrinsische fluoreszenzspektroskopische Verhalten einer 
aggregierten Cetrorelixlösung bei Zugabe verschiedener Matrixsubstanzen untersucht 
(siehe Kapitel 2.2.1.4) . Dieser Zeitrahmen entspricht der maximalen Präparationszeit 
einer MALDI-TOF-MS-Probe. 
In den Fluoreszenzspektren aller untersuchten Matrices ist in Abhängigkeit der Zeit nach 
der Matrixzugabe eine Abnahme der Fluoreszenzintensität zu beobachten (Abbildungen 
21-32).
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Abbildung 21: Intrinsische Fluoreszenz von Cetrorelix (c = 7·10-5 M) nach Zugabe der
  Matrix 3-HPA (c = 7·10-5 M) über einen Zeitraum von 35 min 
  [Kuntke, 2004]
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Abbildung 22: Extrinsische Fluoreszenz von ANS (c = 5 µM) in einer Cetrorelixlösung 
  (c = 7·10-5 M) nach Zugabe der Matrix 3-HPA (c = 7·10-5 M)
  über einen Zeitraum von 35 min [Kuntke, 2004]
Abbildung 23: Intrinsische Fluoreszenz von Cetrorelix (c = 7·10-5 M) nach Zugabe der 
  Matrix Anthranilsäure (c = 7·10-5 M) über einen Zeitraum von 35 min
  [Kuntke, 2004]
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Abbildung 24: Extrinsische Fluoreszenz von ANS (c = 5 µM) in einer Cetrorelixlösung 
  (c = 7·10-5 M) nach Zugabe der Matrix Anthranilsäure (c = 7·10-5 M) über 
  einen Zeitraum von 35 min [Kuntke, 2004]
Abbildung 25: Intrinsische Fluoreszenz von Cetrorelix (c = 7·10-5 M) nach Zugabe der 
  Matrix DHB (c = 7·10-5 M) über einen Zeitraum von 35 min 
  [Kuntke, 2004]
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Abbildung 26: Extrinsische Fluoreszenz von ANS (c = 5 µM) in einer Cetrorelixlösung
  (c = 7·10-5 M) nach Zugabe der Matrix DHB (c = 7·10-5 M) über einen 
  Zeitraum von 35 min [Kuntke, 2004]
Abbildung 27: Intrinsische Fluoreszenz von Cetrorelix (c = 7·10-5 M) nach Zugabe der 
  Matrix  Ferulasäure (c = 7·10-5 M) über einen Zeitraum von 35 min 
  [Kuntke, 2004]
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Abbildung 28: Extrinsische Fluoreszenz von ANS (c = 5 µM) in einer Cetrorelixlösung 
  (c = 7·10-5 M) nach Zugabe der Matrix Ferulasäure (c = 7·10-5 M) über 
  einen Zeitraum von 35 min [Kuntke, 2004]
Abbildung 29: Intrinsische Fluoreszenz vom Cetrorelix (c = 7·10-5 M) nach Zugabe der 
  Matrix HCCA (c = 7·10-5 M) über einen Zeitraum von 35 min 
  [Kuntke, 2004]
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Abbildung 31: Intrinsische Fluoreszenz von Cetrorelix (c = 7·10-5 M) nach Zugabe der 
  Matrix Salicylsäure (c = 7·10-5 M) über einen Zeitraum von 35 min 
  [Kuntke, 2004]
Abbildung 30: Extrinsische Fluoreszenz von ANS (c = 5 µM) in einer Cetrorelixlösung 
  (c = 7·10-5 M) nach Zugabe der Matrix HCCA (c = 7·10-5 M) über einen 
  Zeitraum von 35 min [Kuntke, 2004]
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Diese Prozesse sind nach 35 Minuten noch nicht abgeschlossen. Extrinsisch können bei 
allen eingesetzten MALDI-Matrices, außer DHB, Cetrorelixaggregate nachgewiesen 
werden (Abbildungen 22, 24, 28, 30, 32 ). Bei DHB treten Quenchingeffekte auf, die 
keine Aussage über den Aggregationsstatus zulassen (Abbildung 26). Die intrinsische 
Bandenstruktur weist für alle untersuchten Matrices, außer DHB (Abbildung 25) und 
HCCA (Abbildung 29), eine Struktur auf, die Cetrorelixaggregaten zugeordnet werden 
kann (Abbildungen 21, 23, 27, 31).
In Tabelle 10 werden sowohl die intrinsischen als auch die extrinsischen 
Fluoreszenzmessergebnisse zusammengefasst und den massenspektrometrischen 
Messergebnissen gegenübergestellt.
Abbildung 32: Extrinsische Fluoreszenz von ANS (c = 5 µM) in einer Cetrorelixlösung 
  (c = 7·10-5 M) nach Zugabe der Matrix Salicylsäure (c = 7·10-5 M) über 
  einen Zeitraum von 35 min [Kuntke, 2004]
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Lösungsmittel/ 
Matrixsubstanz
Fluoreszenzspektroskopie MALDI-TOF-Ms
intrinsisch extrinsisch
3-HPA x x Pentadecamere
Anthranilsäure x x Hexamere
DHB - * Hexamere
Ferulasäure x x Dimere
HCCA - x Dimere
Salicylsäure x x Dimere
Parallel zu den Fluoreszenzmessungen wurden MALDI-TOF-MS-Messungen 
mit den gleichen Matrixsubstanzen durchgeführt. Es wurden dabei systematisch 
verschiedene Präparationsmethoden auf ihren Einfluss getestet. Anfänglich erfolgte die 
Probenpräparation mit der Dried Droplet Methode und der Zweischichtpräparation. Das 
Lösungsmittel konnte nach dem Auftragen der Probe auf das Target langsam verdampfen. 
In den Massenspektren der Cetrorelixproben mit dieser Präparation können dabei 
maximal Trimere nachgewiesen werden (Tabelle 11). Die fluoreszenzspektroskopischen 
Untersuchungen zeigten, dass bei Kontakt der Matrix mit dem Analyten dynamische 
Veränderungen auftreten. Dementsprechend ist ein entscheidender Faktor die Zeit. 
Je kürzer der Analyt der Matrix in Lösung ausgesetzt ist, desto geringer wird die 
Beeinflussung des Analyten sein.  
Aus diesem Grund wurde versucht, den Einfluss der Matrixsubstanz auf den 
Aggregationsstatus von Cetrorelix durch die Verringerung der Zeit beider Substanzen 
in Lösung zu minimieren. Erreicht wurde dies mit einer beschleunigten Verdampfung 
des Lösungsmittels durch das Anlegen eines Vakuums mit den Methoden Vacuum-drying 
Crystallization und der Zweischichtpräparation mit beschleunigter Verdampfung des 
Lösungsmittels (Kapitel 2.2.1.2). Dabei konnte eine deutliche Verbesserung der Ergebnisse 
erreicht werden, so dass größere Aggregate nachgewiesen werden können (Tabelle 11). 
Tabelle 10: Nachweis von Cetrorelixaggregaten mit der intrinsischen und extrinsischen 
  Fluoreszenzspektroskopie und der MALDI-TOF-MS  
 x Fluoreszenzspektroskopisch Aggregate nachweisbar
 -  keine Aggregate nachweisbar 
 * Messung ist durch Quenchingeffekte verfälscht, keine Aussage möglich
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                            Matrix
Präparationsmethode
3-HPA
Anthranil-
säure
DHB
Ferula-
säure
HCCA
Salicyl-
säure
Dried Dropled 3 2 3 2 2 1
Zweischichtpräparation 3 2 3 2 2 1
Vaccum-drying  
Crystallization
6 2 3 2 2 2
Zweischichtpräparation 
beschleunigte 
Verdampfung
15 6 6 2 2 2
Vergleicht man die verwendeten Matrices untereinander, können unterschiedlich große 
Cetrorelixaggregate beobachtet werden. Mit den Matrices HCCA, Salicylsäure und 
Ferulasäure werden maximal Dimere in den Massenspektren nachgewiesen (Abbildungen 
86-89). Besonders gute und reproduzierbare Ergebnisse liefern die Matrices DHB 
und 3-HPA (Abbildungen 33, 34) mit der Zweischichtpräparation mit beschleunigter 
Verdampfung des Lösungsmittels.
Cetrorelix-
monomer
Cetrorelix-
dimer
Cetrorelix-
tetramer
Cetrorelix-
pentamer Cetrorelix-
hexamer
Cetrorelix-
trimer
Tabelle 11: MALDI-TOF-MS – Ergebnisse zur Untersuchung des Einflusses der 
  Matrixsubstanz und der Präparationsmethode auf die 
  Cetrorelixaggregatgröße 
  Zahl – Anzahl von Cetrorelixmonomeren aus denen das Aggregat besteht
Abbildung 33: Bestimmung des Aggregationsprofils mit der MALDI-TOF-MS im 
  linearen Modus für 1 mg/ml Cetrorelix in 10 mM Ammoniumacetatlösung, 
  Zweischichtpräparation mit beschleunigter Verdampfung des 
  Lösungsmittels, Matrix DHB; Edelstahltarget
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Bei der Verwendung von DHB als Matrix und der Zweischichtpräparation mit beschleunigter 
Verdampfung des Lösungsmittels, sind im Massenspektrum Cetrorelixoligomere bis zum 
Hexamer gut zu detektieren. Die Peaks sind zu größeren Massen hin stark verbreitert. Bei 
Messungen im Reflektormodus sind diese Verteilungen und auch die höheren Oligomere 
nicht mehr zu erkennen (Abbildung 35). Es werden maximal Dimere detektiert. Der 
Einsatz anderer Präparationsmethoden liefert bei der Untersuchung von aggregierten 
Cetrorelixproben im linearen Messmodus lediglich Trimere (Tabelle 11).
Abbildung 34: Bestimmung des Aggregationsprofils mit der MALDI-TOF-MS im 
  linearen Modus für 1 mg/ml Cetrorelix in 10 mM 
  Ammoniumacetatlösung, Zweischichtpräparation mit beschleunigter 
  Verdampfung des Lösungsmittels, Matrix 3-HPA; Edelstahltarget
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Cetrorelix-
monomer
Cetrorelix-
dimer
Im Vergleich zu DHB können mit 3-HPA als Matrix bei der Anwendung der 
Zweischichtpräparation mit beschleunigter Verdampfung des Lösungsmittels im linearen 
Messmodus Cetrorelixoligomere bis zum Pentadecamer nachgewiesen werden (Abbildung 
34). Dabei weisen die Cetrorelixpeaks mit 3-HPA als Matrixsubstanz ein nicht so starkes 
Tailing auf wie mit DHB. Wegen der hohen Signalintensität des Monomerenpeaks wird 
dieser in der Abbildung 34 nicht mit dargestellt. Das Verhalten im Reflektormodus mit 
3-HPA als Matrix ist analog zu der Verwendung von DHB. Es lassen sich lediglich 
Cetrorelixdimere nachweisen. Bei der Verwendung anderer Präparationsmethoden mit 
3-HPA sind nur kleinere Cetrorelixaggregate nachweisbar (Tabelle 11).
Die Matrix HCCA liefert unabhängig von der Präparationsmethode relativ hohe 
Signalintensitäten für das Dimer im Verhältnis zum Monomer. Größere Oligomere lassen 
sich nicht nachweisen (Abbildung 36). 
Abbildung 35: Bestimmung der Aggregatgröße mit der MALDI-TOF-MS im 
  Reflektormodus für 1 mg/ml Cetrorelix in 10 mM Ammoniumacetatlösung,
  Zweischichtpräparation mit beschleunigter Verdampfung des 
  Lösungsmittels, Matrix DHB; Edelstahltarget
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Abbildung 36: MALDI-MS-Massenspektrum Cetrorelix 1 mg/ml, Zweischichtpräparation
  mit beschleunigter Verdampfung des Lösungsmittels, Matrix HCCA
  Edelstahltarget
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Bei der Matrix Salicylsäure ist eine schlechte Kokristallisation zu beobachten, die zu 
sehr niedrigen Signalintensitäten führt. Es sind ebenfalls lediglich Dimere nachweisbar 
(Abbildung 37). 
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Abbildung 37: MALDI-MS-Massenspektrum Cetrorelix 1 mg/ml, Zweischichtpräparation
  mit beschleunigter Verdampfung des Lösungsmittels, Matrix Salicylsäure,
  Edelstahltarget
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Die Matrix Ferulasäure liefert  gute Signalintensitäten, wobei sich aber nur Dimere und 
Cetrorelix-Ferulasäurekomplexe nachweisen lassen (Abbildung 38). 
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Abbildung 38: MALDI-MS-Massenspektrum Cetrorelix 1 mg/ml, Zweischichtpräparation
  mit beschleunigter Verdampfung des Lösungsmittels, Matrix Ferulasäure,
  Edelstahltarget
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Anthranilsäure zeigt ein gutes Verhalten als Matrix. Es lassen sich Oligomere bis zum 
Hexamer nachweisen (Abbildung 39).
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Abbildung 39: MALDI-MS-Massenspektrum Cetrorelix 1 mg/ml, Zweischichtpräparation
  mit beschleunigter Verdampfung des Lösungsmittels, Matrix 
  Anthranilsäure, Edelstahltarget
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3.1.2  MALDI-TOF-MS-Untersuchungen zur kritischen   
  Aggregatbildungskonzentration von Ozarelix, Cetrorelix 
   und Cetrorelixteilsequenzen
Die kritische Aggregatbildungskonzentration (cac) von Cetrorelix in 
10 mM Ammoniumacetatlösung wurde mittels extrinsischer Fluoreszenz der Sonde ANS 
mit cacCetrorelix = 0,042 mg/ml ermittelt [Lang, 2005]. Gekennzeichnet ist dieser Punkt 
von einer abrupten spektralen Veränderung im Fluoreszenzverhalten der eingesetzten 
Sonde. Aber auch unterhalb der fluoreszenzspektroskopisch bestimmten cac treten erste 
spektrale Veränderungen auf. Die MALDI-TOF-MS bietet neben der Verifizierung 
der fluoreszenzspektroskopischen Ergebnisse die Möglichkeit frühzeitige spektrale 
Veränderungen im Fluoreszenzverhalten qualitativ zuzuordnen. 
Für Cetrorelix wurde ein Konzentrationsraster im Bereich von 0,0001 mg/ml bis 0,1 mg/
ml MALDI-massenspektrometrisch untersucht. Die Probenpräparation erfolgte mit der 
Vacuum-drying Crystallization Methode und der Zweischichtpräparation mit beschleunigter 
Verdampfung des Lösungsmittels. Die Untersuchungen von Cetrorelix wurden sowohl 
auf einem Edelstahl- als auch auf einem AnchorChip®-Target durchgeführt. In Tabelle 
12 sind die Ergebnisse der MALDI-TOF-MS-Untersuchungen zusammengefasst.
Tabelle 12 zeigt eine sehr gute Übereinstimmung der massenspektrometrisch erzielten 
Ergebnisse  und den fluoreszenzspektroskopischen Daten [Lang, 2005] für die kritische 
Aggregatbildungskonzentration von Cetrorelix . 
Für Cetrorelixproben, die mit der Zweischichtpräparation mit beschleunigter 
Verdampfung des Lösungsmittels auf das Target aufgebracht werden, können sowohl 
bei dem Edelstahltarget als auch dem AnchorChip®-Target schon unterhalb der cac 
Cetrorelixaggregate nachgewiesen werden. Diese treten massenspektrometrisch in Form 
von Dimeren auf. Bei der Probenpräparation mit der Vacuum-drying Crystallization 
Methode können auf dem AnchorChip®-Target ebenfalls Cetrorelixdimere unterhalb der 
cac nachgewiesen werden. Auf dem Edelstahltarget werden im Gegensatz dazu unterhalb 
der cac keine Aggregate gefunden. Im Vergleich der beiden Präparationsmethoden für das 
jeweilige Target sind bei der Vacuum-drying Crystallization Methode deutlich weniger 
Aggregate als bei der Zweischichtpräparation mit beschleunigter Verdampfung des 
Lösungsmittels nachweisbar.
94 ERGEBNISSE
         Präparations- 
                 methode
Cetrorelix-        
konzentration
in mg/ml
Edelstahltarget AnchorChip® -Target
beschleunigte 
Zweischicht-
präparation
Vacuum-drying 
Crystallization 
beschleunigte 
Zweischicht-
präparation
Vacuum-drying 
Crystallization 
0,1 x x x x
0,075 x x x x
0,06 x x x x
0,05 x x x x
0,04 * x x x x
0,03 x  - x x
0,02  -  - -  -
0,01  -  -  -  -
0,001  -  -  -  -
Für Ozarelix als weiteren GnRH-Antagonisten wurde die kritische 
Aggregatbildungskonzentration in 10 mM Ammoniumacetatlösung mittels extrinsischer 
Fluoreszenz der Sonde ANS mit cacOzarelix  = 0,17 mg/ml ermittelt [Lang, 2005]. Es 
wurde ebenso wie bei Cetrorelix eine Ozarelixkonzentrationsreihe ober- und unterhalb 
der fluoreszenzspektroskopisch bestimmten cac mit der MALDI-TOF-MS untersucht. 
Die Probenpräparation erfolgte mit der Vacuum-drying Crystallization Methode und der 
Zweischichtpräparation mit beschleunigter Verdampfung des Lösungsmittels auf das 
Edelstahl- und das AnchorChip®-Target. Ozarelix wurde in einem Konzentrationbereich 
von 0,0001 mg/ml bis 0,25 mg/ml untersucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind 
in Tabelle 13 zusammengefasst.
Tabelle 13 zeigt eine sehr gute Übereinstimmung der massenspektrometrisch erzielten 
Ergebnisse  und den fluoreszenzspektroskopischen Daten [Lang, 2005] für die kritische 
Aggregatbildungskonzentration von Ozarelix. Es können wie bei den Untersuchungen 
von Cetrorelix Aggregate für Ozarelix unterhalb der fluoreszenzspektroskopischen 
Aggregatbildungskonzentration nachgewiesen werden. Sie treten ebenfalls in Form 
Tabelle 12: Untersuchungen zur Bildung von Cetrorelixaggregaten in Abhängigkeit 
  von der Konzentration, Präparation mit Vacuum-drying Crystallization 
  Methode oder Zweischichtpräparation mit beschleunigter Verdampfung 
  des Lösungsmittels, Matrix DHB bzw. 3-HPA auf Edelstahltarget und  
  AnchorChip®-Target 
  x – Nachweis von Aggregaten - – keine Aggregate nachweisbar
* cacCetrorelix = 0,042 mg/ml (fluoreszenzspektroskopisch bestimmt)
95ERGEBNISSE
von Dimeren auf. Der Effekt ist bei der Zweischichtpräparation mit beschleunigter 
Verdampfung des Lösungsmittels wieder deutlicher ausgeprägt als bei der Vacuum-drying 
Crystallization Probenpräparation. Ebenso können auf dem AnchorChip®-Target schon 
bei niedrigeren Konzentrationen Ozarelixaggregate nachgewiesen werden als auf dem 
Edelstahltarget. MALDI-massenspektrometrisch lassen sich ab einer Grenzkonzentration 
von 0,15 mg/ml Ozarelix in 10 mM Ammoniumacetatlösung Ozarelixaggregate mittels 
Zweischichtpräparation mit beschleunigter Verdampfung des Lösungsmittels auf dem 
AnchorChip®-Target nachweisen (Tabelle 13). 
         Präparations- 
                methode
Ozarelix-           
konzentration
in mg/ml
Edelstahltarget AnchorChip® -Target
beschleunigte 
Zweischicht-
präparation
Vacuum-drying 
Crystallization
beschleunigte 
Zweischicht-
präparation
Vacuum-drying 
Crystallization
0,25 x x x x
0,20 x x x x
0,19 x x x x
0,18 x x x x
0,17 * x x x x
0,16 x  - x x
0,15  -  - x  -
0,14  -  -  -  -
0,13  -  -  -  -
0,12  -  -  -  -
0,11  -  -  -  -
0,1  -  -  -  -
0,01  -  -  -  -
0,001  -  -  -  -
Tabelle 13: Untersuchungen zur Bildung von Ozarelixaggregaten in Abhängigkeit 
  von der Konzentration, Präparation mit Vacuum-drying Crystallization 
  Methode oder  Zweischichtpräparation mit beschleunigter Verdampfung 
  des Lösungsmittels, Matrix DHB bzw. 3-HPA auf Edelstahltarget und  
  AnchorChip®-Target 
  x – Nachweis von Aggregaten - – keine Aggregate nachweisbar
* cacOzarelix = 0,17 mg/ml (fluoreszenzspektroskopisch bestimmt)
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Neben Cetrorelix und Ozarelix wurden auch die Cetrorelixteilsequenzen D-50848 (1-
4), D-50849 (1-6) und D-50850 (1-9) in 10 mM Ammoniumacetatlösung untersucht. 
Auf Grund der Möglichkeit, das Verhalten bei niedrigen Konzentrationen genauer 
untersuchen zu können, erfolgte die Präparation nur auf dem AnchorChip®-Target. Als 
Präparationsmethode wurde die Zweischichtpräparation mit beschleunigter Verdampfung 
des Lösungsmittels gewählt, da in Voruntersuchungen und bei den Messungen von 
Cetrorelix und Ozarelix deutlich wurde, dass diese den Aggregationsstatus weniger 
beeinflusst. Die Ergebnisse sind in den Tabellen  14 und 15 dargestellt.  
D-50848 Konzentration 
in mg/ml
Auftreten von 
Aggregaten
0,12 x
0,11 x
0,1 x
0,09 x
0,08 x
0,07 -
0,06 -
0,05 -
0,03 -
0,01 -
0,001 -
Die Tabelle 14 zeigt, dass für die Cetrorelixteilsequenz D-50848, bestehend aus den ersten 
vier Aminosäuren von Cetrorelix, auf dem AnchorChip®-Target ab einer Konzentration von 
0,08 mg/ml in 10 mM Ammoniumacetatlösung Aggregate nachgewiesen werden können. 
Ein vergleichbares Ergebnis kann mit der Elektrospray-Ionisation-Massenspektrometrie 
(Kapitel 3.3) erhalten werden.
Das Hexapeptid D-50849, bestehend aus den ersten sechs Aminosäuren und das 
Nonapeptid D-50850, bestehend aus den ersten neun Aminosäuren zeigen bei der 
Untersuchung auf dem AnchorChip®-Target mit der Zweischichtpräparation mit 
beschleunigter Verdampfung des Lösungsmittels ab einer Konzentration von 0,05 mg/ml 
in 10 mM Ammoniumacetatlösung Aggregate. 
Tabelle 14: Untersuchungen zur Bildung von D-50848-Aggregaten in Abhängigkeit 
  von der Konzentration, Präparation Zweischichtpräparation mit 
  beschleunigter Verdampfung des Lösungsmittels, Matrix DHB bzw. 
  3-HPA auf ein  AnchorChip®-Target 
  x – Nachweis von Aggregaten - – keine Aggregate nachweisbar
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Konzentration 
in mg/ml
D-50849 Auftreten 
von Aggregaten
D-50850 Auftreten 
von Aggregaten
0,1 x x
0,09 x x
0,08 x x
0,07 x x
0,06 x x
0,05 x x
0,04 - -
0,03 - -
0,02 - -
0,01 - -
0,001 - -
Auch für diese beiden Peptide konnten mit der Elektrospray-Ionisation-
Massenspektrometrie (Kapitel 3.3)  vergleichbare Ergebnisse erhalten werden.
3.1.3  Untersuchungen zur Etablierung einer Methode für die 
	 	 Quantifizierung	von	GnRH-Antagonisten
Neben den qualitativen Informationen zum Auftreten von Aggregaten sind auch 
quantitative Fragestellungen wie zum Beispiel der Gesamtgehalt an Cetrorelixaggregaten 
in einer Lösung aus pharmakologischer Sicht von großer Bedeutung. Prinzipiell sollte 
es möglich sein, solche Fragestellungen ebenfalls massenspektrometrisch zu lösen. Für 
den Versuch einer Quantifizierung der Cetrorelixaggregate wurden die in Tabelle 16 
aufgeführten Substanzen für den Einsatz als interner Standard untersucht.
Tabelle 15: Untersuchungen zur Bildung von D-50849- und D-50850-Aggregaten in
  Abhängigkeit von der Konzentration, Präparation Zweischichtpräparation 
  mit beschleunigter Verdampfung des Lösungsmittels, Matrix DHB 
  bzw. 3-HPA auf ein AnchorChip®-Target 
  x – Nachweis von Aggregaten  - – keine Aggregate nachweisbar
98 ERGEBNISSE
substanz strukturformel
Teverelix M = 1459 g/mol
DG-420099 M = 1543,25 g/mol
D-50848 M = 674,14 g/mol
D-50849 M = 994,49 g/mol
D-50850 M = 1360,94 g/mol
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Teverelix ist ebenso wie Cetrorelix ein GnRH-Antagonist. Die beiden Peptide 
unterscheiden sich in nur zwei Aminosäuren. Mit Teverelix als internen Standard für 
Cetrorelix wird ein Korrelationskoeffizient von R² = 0,98 erhalten (Abbildung 40). Im 
Massenspektrum wird eine Überlagerung der Natriumadduktpeaks des Analyten mit dem 
Peak des internen Standard beobachtet (Abbildung 41). Der Effekt der Überlagerung 
steigt bei höheren Cetrorelixkonzentrationen (Abbildung 40).
Tabelle 16: Strukturen der internen Standards, die für die Quantifizierung von 
  Cetrorelix eingesetzt wurden
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Die berechnete Abweichung der Intensitätsverhältnisse von Cetrorelix/Teverelix 
unterschiedlicher Spots gleicher Konzentration liegt zwischen 8 und 64 Prozent. Deutlich 
zu erkennen ist das an den Fehlerbalken bei der Kalibriergeraden in Abbildung 40. Daraus 
ergibt sich ein Fehler der Kalibriergeraden von ca. 14 %.
Abbildung 40: Kalibrierkurve für die Quantifizierung von Cetrorelix mit Teverelix als
  internen Standard mit den Peakintensitäten (Cetrorelixmonomer/Teverelix 
  in Abhängigkeit der Cetrorelixmonomerenkonzentration), 
  Matrix DHB 5 mg/ml, Zweischichtprobenpräparation mit beschleunigter
  Verdampfung des Lösungsmittels, AnchorChip®-Target
Abbildung 41: Überlagerung des Teverelixpeaks mit dem Natriumadduktpeak von 
  Cetrorelix
100 ERGEBNISSE
Als weiteres Peptid wurde eine teilgeschützte Cetrorelixsequenz als möglicher interner 
Standard getestet. Dabei handelt es sich um DG-420099, welches am Serin und Tyrosin 
mit der Tertiärbutylgruppe geschützt ist (Tabelle 16). In den massenspektrometrischen 
Untersuchungen wird ein großer Einfluss dieser Substanz auf das Aggregationsverhalten 
von Cetrorelix beobachtet. Es kommt sowohl zu einer gesteigerten Selbstaggregation von 
Cetrorelix als auch zur Komplexbildung mit dem internen Standard (Abbildung 42). 
Als weitere potentielle interne Standards wurden die Cetrorelixteilsequenzen D-50848, 
D-50849 und D-50850 untersucht. Bei der Substanz D-50848 handelt es sich um eine 
verkürzte Cetrorelixsequenz bestehend aus den ersten vier N-terminalen Aminosäuren 
(Tabelle 16). Mit einer Molekülmasse von 674,16 Da liegt es im unteren Messbereich 
bei der MALDI-TOF-MS Messung weit entfernt von der Molekülmasse von Cetrorelix. 
Es sollten keine Überlagerungen der beiden Substanzen im Massenspektrum zu erwarten 
sein. Dies ist massenspektrometrisch auch zu beobachten (Abbildung 43). Es lassen 
sich bei den verwendeten Konzentrationen keine Wechselwirkungen mit dem Analyten 
nachweisen. D-50848 weist im Massenspektrum eine  niedrige Signalintensität auf. Die 
Abbildung 42: MALDI-Massenspektrum von Cetrorelix (c = 0,01 mg/ml) mit 
  DG-420099 (c =0,01 mg/ml) als internen Standard, Matrix DHB 5 mg/ml, 
  Zweischichtprobenpräparation mit beschleunigter Verdampfung des 
  Lösungsmittels linearer Modus 
  Bildausschnitt: Gesamtspektrum
  großes Bild: Massenspektrum im Bereich von m/z 1000 - 4000
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Signale werden zusätzlich durch Peaks von Matrixclustern und durch den Memory-Effekt 
verursachten Verunreinigungen überlagert. Es wird ein Korrelationskoeffizient von 
R² = 0,69 erhalten (Abbildung 44). 
675
1430
D-50848
Cetrorelix
D-50849 ist ebenfalls eine verkürzte Cetrorelixsequenz und besteht aus den ersten sechs 
N-terminalen Aminosäuren (Tabelle 16). Mit einer Molekülmasse von 994,51 Da liegt 
D-50849 näher an der Molekülmasse von Cetrorelix, wobei auch hier keine Überlagerungen 
von Peaks im Massenspektrum zu erwarten sind. Massenspektrometrisch werden 
Abbildung 43: MALDI-MS-Massenspektrum Cetrorelix mit D-50848 als internen 
  Standard, Matrix DHB, Zweischichtprobenpräparation mit beschleunigter 
  Verdampfung des Lösungsmittels, Reflektormodus, AnchorChip®-Target
y = 207,44 x + 0,93
R² = 0,69
Abbildung 44: Kalibrierkurve für Cetrorelix mit D-50848 als internen Standard, 
  Matrix DHB 5 mg/ml, Zweischichtprobenpräparation mit beschleunigter
  Verdampfung des Lösungsmittels, AnchorChip®-Target
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für diese Substanz bei der verwendeten Konzentration, keine Wechselwirkungen mit 
Cetrorelix beobachtet (Abbildung 45). Allerdings ist mit einem Korrelationskoeffizient 
von R² = 0,72 keine ausreichende Korrelation gegeben (Abbildung 46).
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Cetrorelix
D-50849
995
Untergrund
D-50850 ist eine Cetrorelixteilsequenz bestehend aus den ersten neun N-terminalen 
Aminosäuren (Tabelle 16).  Mit einer Molekülmasse von 1360,98 Da liegt D-50850 im 
selben Massenbereich wie Cetrorelix, aber trotzdem noch weit genug entfernt, so dass 
keine Überlagerungen der Peaks im Massenspektrum zu erwarten sind. Mit D-50850 
Abbildung 45: MALDI-MS-Massenspektrum Cetrorelix mit D-50849 als internen 
  Standard, Matrix DHB 5 mg/ml, Zweischichtprobenpräparation mit 
  beschleunigter Verdampfung des Lösungsmittels, Reflektormodus, 
  AnchorChip®-Target
y = 2352,42 x -1,69
R² = 0,72
Abbildung 46: Kalibrierkurve für Cetrorelix mit D-50849 als internen Standard, Matrix 
  DHB 5 mg/ml, AnchorChip® -Target
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als internen Standard kann im Massenspektrum keine Wechselwirkung mit Cetrorelix 
beobachtet werden (Abbildung 47). Es wird mit diesem internen Standard eine sehr gute 
Korrelation zur Cetrorelixkonzentration erzielt (Abbildung 48), die eine Quantifizierung 
ermöglicht.
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
0
5000
10000
15000
20000
D-50850
Cetrorelix
1431,1
1361,9
Untergrund
In
te
ns
itä
t i
n 
a.
u.
m/z
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025
-0,5
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
In
te
ns
itä
ts
ve
rh
äl
tn
is
I(C
et
ro
re
lix
)/I
(D
-5
08
50
)
Cetrorelixkonzentration in mg/ml
Abbildung 47: MALDI-MS-Massenspektrum Cetrorelix mit D-50850 als internen 
  Standard, Matrix DHB 5 mg/ml, Zweischichtprobenpräparation mit 
  beschleunigter Verdampfung des Lösungsmittels, Reflektormodus, 
  AnchorChip®-Target
y = 82,452 x + 0,008
R² = 0,995
Abbildung 48: Kalibrierkurve für die Quantifizierung von Cetrorelix mit D-50850 als
  internen Standard mit den Peakintensitäten (Cetrorelixmonomer/D-50850
  in Abhängigkeit der Cetrorelixmonomerenkonzentration),
  Zweischichtpräparation mit beschleunigter Verdampfung des 
  Lösungsmittels, Matrix DHB 5 mg/ml, AnchorChip®-Target
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Zur weiteren Methodenoptimierung wurde sowohl die Signalintensität als auch das 
Intensitätsverhältnis Cetrorelix/D-50880 auf deren Stabilität statistisch untersucht 
(Abbildung 49).
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Aus Abbildung 49 ist ersichtlich, dass die Massenspektren der ersten 20 Laserbeschüsse 
die größte Signalintensität von Cetrorelix, verbunden mit einer hohen relativen 
Standardabweichung des Intensitätsverhältnisses Cetrorelix/D-50850 aufweisen. 
Die Massenspektren der darauf folgenden 50 Laserbeschüsse zeigen ebenfalls 
intensive Cetrorelixsignale mit einer geringen relativen Standardabweichung des 
Intensitätsverhältnisses. Nach diesen 70 Laserbeschüssen sinkt die Signalintensität 
von Cetrorelix und die relative Standardabweichung des Intensitätsverhältnisses 
Cetrorelix/D-50850 steigt wieder an. 
Für die Aufnahme der Kalibrierkurve wurde der Konzentrationsbereich von Cetrorelix 
zwischen 0,001 mg/ml und 0,025 mg/ml variiert, während die Konzentration des internen 
Standards D-50850 konstant bei 0,013 mg/ml gehalten wurde. In diesem untersuchten 
Konzentrationsbereich wird eine lineare Abhängigkeit für das Cetrorelixmonomer 
Cetrorelix
Matrixsubstanz DHB
Abbildung 49: Untersuchung der Signalstabilität von Cetrorelix und der relativen
  Standardabweichung des Signalverhältnisses Cetrorelix/D-50850 in 
  Abhängigkeit der Anzahl der Laserbeschüsse
  Cetrorelix 0,01 mg/ml;D-50850 0,013 mg/ml; AnchorChip®-Target; 
  Matrix DHB 5 mg/ml, Zweischichtpräparation mit beschleunigter 
  Verdampfung des Lösungsmittels
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erhalten. Die relative Standardabweichung der Kurve unter Auswertung der 
Signalintensität beträgt 2,75 Prozent bei einem Korrelationskoeffizienten von 0,995. Der 
Fehler der sample to sample Reproduzierbarkeit liegt zwischen zwei bis neun Prozent 
mit einem mittleren Fehler von 4,43 Prozent. Daraus ergibt sich ein Gesamtfehler der 
Messung zur Bestimmung einzelner Cetrorelixkonzentrationen bei der Auswertung der 
Signalintensitäten von 5,2 Prozent.
Wird statt der Intensität die Peakfläche zur Auswertung herangezogen, so kann dieser Wert 
noch verbessert werden. Die relative Standardabweichung der Kurve für die Peakflächen 
beträgt dann 7,4 Prozent bei einem Korrelationskoeffizienten von 0,997. Der Fehler der 
sample to sample Reproduzierbarkeit liegt zwischen einem bis circa sieben Prozent mit 
einem mittleren Fehler von 2,28 Prozent. Daraus ergibt sich ein Gesamtfehler für die 
Bestimmung einzelner Cetrorelixkonzentrationen bei der Auswertung der Peakflächen 
von 4,6 Prozent.
Alle diese Ergebnisse werden bei Verwendung der Matrix DHB erhalten. Die Matrix 
3-HPA liefert bei der Betrachtung der Signalintensitäten und der dazu gehörigen 
Standardabweichung des Intensitätsverhältnisses Cetrorelix/D-50850 deutlich größere 
Standardabweichungen (Abbildung 50). 
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Abbildung 50: Untersuchung der Signalstabilität von Cetrorelix und der relativen
  Standardabweichung des Signalverhältnisses Cetrorelix/D-50850 in
  Abhängigkeit der Anzahl der Laserbeschüsse
  Cetrorelix 0,01 mg/ml; D-50850 0,013 mg/ml; AnchorChip®-Target;
  Matrix 3-HPA 5 mg/ml; Zweischichtpräparation mit beschleunigter
  Verdampfung des Lösungsmittels
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Aus Abbildung 50 ist ersichtlich, dass die Massenspektren der ersten 20 Laserbeschüsse 
die größte Signalintensität von Cetrorelix verbunden mit einer hohen relativen 
Standardabweichung des Intensitätsverhältnisses Cetrorelix/D-50850 aufweisen. Die 
folgenden Massenspektren zwischen 20 und 40 Laserbeschüssen zeigen im Vergleich 
zur Präparation auf DHB (Abbildung 49) eine stärkere Abnahme der Cetrorelixsignale 
(Abbildung 50). Gleichzeitig nimmt der Wert für die relative Standardabweichung des 
Intensitätsverhältnisses von Cetrorelix/D-50850 ab. Die absoluten Werte liegen im 
Vergleich zur Präparation auf DHB bei der Verwendung von 3-HPA als Matrix deutlich 
höher. Nach 70 Laserbeschüssen sinkt die Signalintensität von Cetrorelix rapide und die 
relative Standardabweichung des Intensitätsverhältnisses von Cetrorelix/D-50850 steigt 
wieder deutlich an. 
Die Aufnahme der Kalibrierkurve bei der Verwendung der Matrix 3-HPA lieferte mit 
einem auf die Matrix angepassten Aufnahmeprotokoll einen Korrelationskoeffizienten 
von R² = 0.97 (Abbildung 51). Die relative Standardabweichung der Kurve für die 
Signalintensität beträgt 6,73 Prozent. Der Fehler der sample to sample Reproduzierbarkeit 
liegt zwischen vier bis zwölf Prozent mit einem mittleren Fehler von 7,81 Prozent. 
Daraus ergibt sich ein Gesamtfehler der Messung zur Bestimmung einzelner 
Cetrorelixkonzentrationen bei der Auswertung der Peakflächen von 10,31 Prozent. 
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Abbildung 51: Kalibrierkurve für die Quantifizierung von Cetrorelix mit D-50850 als
  internen Standard (Cetrorelixmonomer/ D-50850 in Abhängigkeit der
  Cetrorelixmonomerenkonzentration), Matrix 3-HPA 5 mg/ml,
  Anchorchip®-Target, Zweischichtpräparation mit beschleunigter
  Verdampfung des Lösungsmittels
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Auf Grund der Ähnlichkeit von Cetrorelix und Ozarelix sollte es möglich sein, die bei 
Cetrorelix angewandte Methode der Kalibrierung mit D-50850 auf Ozarelix zu übertragen. 
Um dies zu prüfen wurden als erstes statistische Untersuchungen zur Signalstabilität und 
zur relativen Standardabweichung des Ozarelix/D-50850-Verhältnisses (Abbildung 52) 
durchgeführt. Mit den aus diesen Messungen erhaltenen Richtlinien wurde anschließend 
die Kalibrierung von Ozarelix und D-50850 als internem Standard vorgenommen. 
Die Ozarelixkonzentration für die Erstellung der Kalibrierkurve umfasst dabei einen 
Konzentrationsbereich von 0,001-0,1 mg/ml (Abbildung 53).
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Für die Signalstabilität von Ozarelix und die relative Standardabweichung des 
Ozarelix/D-50850-Verhältnisses auf der Matrix DHB werden vergleichbare Ergebnisse 
erhalten wie bei den statistischen Untersuchungen von Cetrorelix auf DHB. Aus 
Abbildung 52 ist ersichtlich, dass ebenfalls die ersten 20 Massenspektren die größte 
Signalintensität von Ozarelix, verbunden mit einer hohen relativen Standardabweichung 
des Intensitätsverhältnisses vom Ozarelix/D-50850, aufweisen. Die 50 darauf folgenden 
Massenspektren zeigen intensive Ozarelixsignale mit einer geringen relativen 
Standardabweichung des Intensitätsverhältnisses. Nach diesen 70 Laserbeschüssen 
sinkt die Signalintensität von Ozarelix und die relative Standardabweichung des 
Intensitätsverhältnisses von Ozarelix/D-50850 steigt wieder an. 
Für die Aufnahme der Kalibrierkurve wurde der Konzentrationsbereich von Ozarelix 
Ozarelix
Matrixsubstanz DHB
Abbildung 52: Untersuchung der Signalstabilität von Ozarelix und der relativen
  Standardabweichung des Signalverhältnisses Ozarelix/D-50850 in
  Abhängigkeit der Anzahl der Laserbeschüsse Ozarelix 0,01 mg/ml;
  D-50850 0,013 mg/ml; AnchorChip®-Target; Matrix DHB 5 mg/ml
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zwischen 0,001 mg/ml und 0,1 mg/ml variiert, während die Konzentration des internen 
Standards D-50850 konstant bei 0,013 mg/ml gehalten wurde. In diesem Bereich wird 
eine lineare Abhängigkeit für das Ozarelixmonomer erhalten. 
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Die Kalibrierung konnte erfolgreich auf Ozarelix übertragen werden. Die relative 
Standardabweichung der Kurve für die Signalintensität beträgt 5,8 Prozent bei 
einem Korrelationskoeffizienten von R² = 0,97. Der Fehler der sample to sample 
Reproduzierbarkeit liegt zwischen vier bis neun Prozent, mit einem mittleren Fehler von 
6,3 Prozent. Der Gesamtfehler dieser Messung ist somit zwar höher als für Cetrorelix, 
aber liegt immer noch unter 10 Prozent. Einzelne Ozarelixkonzentrationen  können mit 
einem maximalen Fehler von 8,6 Prozent bestimmt werden. Diese Messungen zeigen, 
dass D-50850 als interner Standard auch für die Kalibrierung von Ozarelix geeignet ist.
Mit dem Einsatz der Matrix 3-HPA werden ebenso wie bei Cetrorelix schlechtere Werte für 
den Korrelationskoeffizienten, die Signalstabilität und die relative Standardabweichung 
des Ozarelix/D-50850-Verhältnisses erreicht (Anhang, Abbildung 116), als bei einer 
Probenpräparation auf DHB. 
y = 236,87 x  - 0,97
R²= 0,97
Abbildung 53: Kalibrierkurve für die Quantifizierung von Ozarelix mit D-50850 als
  internen Standard mit den Peakflächen (Ozarelixmonomer/ D-50850 in
  Abhängigkeit der Ozarelixmonomerenkonzentration), 
  Matrix DHB 5 mg/ml, AnchorChip®-Target, Zweischichtpräparation mit 
  beschleunigter Verdampfung des Lösungsmittels
109ERGEBNISSE
3.1.4  Qualitative MALDI-TOF-MS-Untersuchung von   
  Aggregaten der GnRH-Antagonisten aus hoch-  
  konzentrierten Lösungen
Für die Applikation der GnRH-Antagonisten sind stabile Formulierungen mit möglichst 
hohem Wirkstoffanteil von großem Interesse. Da die GnRH-Antagonisten auf Grund ihrer 
ausgesprochen hydrophoben Bereiche zur Aggregation neigen, ist es aus pharmazeutischer 
Sicht bedeutend, den Aggregationsstatus zu kennen. Um diese Informationen zu 
erlangen, wurden hochkonzentrierte Cetrorelixlösungen und weitere Modellsubstanzen 
massenspektrometrisch untersucht. Für diese Untersuchungen wurden Konzentrationen 
von 1 bis 15 mg/ml in 10 mM Ammoniumacetatlösung gewählt. Lösungen mit hohen 
Cetrorelix- Ozarelix und Teverelixkonzentrationen bilden Gele.
Fluoreszenzspektroskopische Messungen zur kritischen Aggregatbildungskonzentration 
zeigen, dass die GnRH-Antagonisten bei diesen hohen Konzentrationen alle in aggregierter 
Form vorliegen [Lang, 2005]. 
Nach der Probenpräparation auf das MALDI-Target mit Hilfe der Zweischichtpräparation 
mit beschleunigter Verdampfung des Lösungsmittels ist zu erkennen, dass ab einer 
Peptidkonzentration von 2-3 mg/ml makroskopisch sichtbare netzartige Strukturen auf 
dem Target ausgebildet werden (Abbildung 54). Die Ausbildung der Netzstrukturen 
tritt bei allen untersuchten GnRH-Antagonisten auf. Durch die Wahl der Matrix, deren 
Konzentration  und die aufgebrachte Substanzmenge auf dem Target, kann die Ausbildung 
der Netzwerkstrukturen nicht beeinflusst werden. 
Bei Laserbeschuss kommt es zu einer Ableitung der Laserenergie über die netzartigen 
Strukturen durch Emission von Photonen (blaue Farbe). Massenspektrometrisch lassen 
sich nur noch Monomere nachweisen. Auch die Variation der Laserintensität führt zu 
keiner Verbesserung der Messergebnisse. Für hohe Peptidhormonkonzentrationen können 
lediglich Peptidmonomere nachgewiesen werden, wobei die durch den Laser eingebrachte 
Energie durch Emission von Photonen abgeleitet wurde.
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 3.1.5  Etablierung der Feststoffpräparation
Eine weitere Herausforderung an qualitative massenspektrometrische Untersuchungen 
fern der kritischen Aggregatbildungskonzentration stellen hohe Konzentrationen von 
GnRH-Antagonisten ab 2 mg/ml dar. Bei diesen kommt es zur Ausbildung von netzartigen 
Strukturen, die eine massenspektrometrische Analyse verhindern (Kapitel 3.1.4). Mit der 
Übertragung und Anpassung der feststoffbasierten Probenpräparation nach TRIMPIN 
[Trimpin, 2002] sollte ein alternativer Präparationsweg für Probenmaterial mit hohen 
Konzentrationen von GnRH-Antagonisten getestet werden. Bei dieser Methode wird die 
Matrix mit dem Analyten direkt als Feststoff miteinander vermischt und auf das Target 
aufgebracht. Ein Lösen bzw. Verdünnen der Probenlösung muss nicht erfolgen. Zunächst 
Abbildung 54: Ausbildung netzartiger Strukturen auf einem Edelstahltarget am
  Beispiel verschiedener GnRH-Antagonisten
  A: Cetrorelix, 15 mg/ml, Matrix 3-HPA 5mg/ml
  B: Teverelix, 15 mg/ml, Matrix 3-HPA 5mg/ml
  C: Ozarelix, 15 mg/ml, Matrix 3-HPA 5mg/ml
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wurden die bei der lösungsmittelbasierten Probenpräparation erfolgreich eingesetzten 
Matrices 3-HPA und DHB auf ihre Eignung mit der feststoffbasierten Probenpräparation 
getestet. Die Matrices 2,5-Dihydroxybenzoesäure (DHB) und 3-Hydroxypicolinsäure 
(3-HPA) mit Matrix-Analyt-Verhältnissen in einem Bereich von 500:1 bis 10 000:1 
lieferten sehr gute qualitative Ergebnisse. Innerhalb dieser Matrix-Analyt-Verhältnisse 
werden keine signifikanten Unterschiede in den Spektren beobachtet, so dass für die 
Untersuchungen ein breiter Präparationsrahmen zur Verfügung steht. Als Analyten 
kamen die reinen Peptide aus den synthetischen Peptidchargen zum Einsatz, um zu testen, 
inwieweit diese  in aggregierter Form vorliegen.
Bei der MALDI-Messung musste für die Detektion großer Aggregate das Signal-
Rauschverhältnis im interessierenden Bereich verbessert werden. Aus diesem Grund 
wurden die Monomeren- und zum Teil auch der Dimerenpeaks, die ein großes Peaksignal 
liefern, bei der Messung ausgeblendet. Dies wird durch die Erhöhung des Parameters 
der „Matrix Deflection“ ermöglicht. Für qualitative MALDI-TOF-MS-Untersuchungen 
mit vorangegangener feststoffbasierter Probenpräparation sind somit immer mehrere 
Messungen mit verschiedenen Parametern notwendig. Es werden mit dieser Methode 
deutliche Steigerungen der Signalintensitäten im Bereich der größeren Oligomere 
erreicht. Gleichzeitig werden die kleineren Oligomere, die im Überschuss vorliegen, in 
ihrer Signalintensität teilweise bis vollständig ausgeblendet (Abbildungen 55, 56, 57). 
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Abbildung 55: MALDI-TOF-MS Spektrum Cetrorelix, Feststoffpräparation mit DHB, 
  Matrix Deflection: 400 Da (Standard)
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Abbildung 56: MALDI-TOF-MS Spektrum Cetrorelix, Feststoffpräparation mit DHB, 
  Matrix Deflection: 3000 Da 
Abbildung 57: MALDI-TOF-MS Spektrum Cetrorelix, Feststoffpräparation mit DHB, 
  Matrix Deflection: 5000 Da
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Mit einem steigenden Wert für die „Matrix Deflection“ ist eine deutliche Intensitäts-
steigerung der Oligomerensignale zu erkennen. Bei einem „Matrix Deflection“-Wert 
von 5000 Da erweitert sich die Nachweisbarkeit bis zum Heptamer im Vergleich zur 
Detektion von maximal Pentameren bei Standardmessbedingungen (Matrix Deflection 
Wert 400 Da). Diese Messungen dienten als Referenzuntersuchungen, auf deren Grund-
lage Proben hochaggregierter GnRH-Antagonisten qualitativ untersucht werden sollten. 
Mit der lösungsmittelbasierten Probenpräparationen der MALDI-TOF-MS können diese 
nicht zugänglich gemacht werden (Kapitel 3.1.4).
Für die Untersuchung von hochkonzentrierten gelösten Peptidproben musste eine Methode 
gefunden werden, die einen Phasenübergang in die feste Phase mit gleichzeitigem 
Entzug des Lösungsmittels gewährleistet und dabei den Aggregationsstatus der Peptide 
nicht beeinflusst. Die Entwicklung der Methode wurde an Cetrorelix als Referenzpeptid 
durchgeführt. Dazu wurde eine Cetrorelixkonzentrationsreihe mit verschieden 
Konzentrationen oberhalb, unterhalb und bei der kritischen Aggregatbildungskonzentration 
untersucht. Anhand dieser Messreihe kann festgestellt werden, ob die Probenpräparation 
zu einer Beeinflussung des Aggregationsstatus von Cetrorelix führt. Nach der Ausbildung 
stabiler Aggregate (7 Tagen Standzeit) wurden die Proben bei -32°C bzw. -80°C 
eingefroren und anschließend lyophilisiert. Der erhaltene Feststoff wurde mit der Matrix 
gemischt und auf das Target gepresst und analysiert. Dabei wurden die in Tabelle 17 
aufgeführten Ergebnisse erhalten.
 Konzentration 
in mg/ml
einfriertemperatur
-32°C -80°C
0,1 x x
0,075 x x
0,06 x x
0,05 x x
0,04 x x
0,03 x x
0,02 x  -
0,01 x  -
0,001 x  -
0,0001  -  -
Tabelle 17: Auftreten von Aggregaten bei verschiedenen Cetrorelixkonzentrationen
  nach dem Einfrieren der Proben bei -32°C oder -80°C und der 
  anschließenden Lyophilisation der Proben
  Nachweis: MALDI-MS, Feststoffpräparation auf Edelstahltarget mit 
  DHB
  x  Nachweis von Aggregaten – keine Aggregate nachweisbar
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Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen (Tabelle 17), dass bei einer Temperatur von 
-32°C auch für Cetrorelixkonzentrationen deutlich (cCetrorelix = 0,001 mg/ml) unterhalb der 
kritischen Aggregatbildungskonzentration Aggregate nachweisbar sind.
Eine Einfriertemperatur von -80°C hingegen ist ausreichend, um die Proben schnell 
einzufrieren und den Aggregationsgrad zu „konservieren“. Bei diesen Bedingungen 
entspricht die Cetrorelixkonzentration der massenspektrometrisch bestimmten 
Konzentration für das erstmalige Auftreten von Aggregaten (Kapitel 3.1.2, Tabelle 12). 
Diese Untersuchungen lieferten Richtlinien für die Handhabung der Proben mit hohen 
Konzentrationen der GnRH-Antagonisten. 
Nachfolgend wurde Cetrorelix als Modellsubstanz getestet. Es wurden Probenlösungen 
mit Peptidkonzentrationen von 2-15 mg/ml bei -80°C eingefroren, lyophilisiert und 
anschließend mittels Feststoffpräparation präpariert. Beim Laserbeschuss kann keine 
Ableitung der Energie in Form von Photonen wie bei der lösungsmittelbasierten 
Probenpräparation mehr beobachtet werden. Es werden für alle Konzentrationen 
Aggregate bis zum Heptamer nachgewiesen. Die einzelnen Konzentrationen lassen sich 
massenspektrometrisch nicht durch ihren Aggregationsstatus voneinander unterscheiden. 
Dies wird beispielhaft für die Cetrorelixkonzentrationen 2 mg/ml bzw. 15 mg/ml in 
den Abbildungen 58 und 59 dargestellt. Es liefern alle Cetrorelixkonzentrationen von 
2-15 mg/ml mit dieser Probenpräparation vergleichbare Ergebnisse zu den MALDI-TOF-
MS-Messungen der synthetischen Peptidchargen. 
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Abbildung 58: MALDI-MS-Massenspektrum Cetrorelix 2 mg/ml, Matrixdeflection 
  3000 Da, Feststoffpräparation, Matrix DHB, Edelstahltarget
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Es wird bei allen untersuchten Cetrorelixkonzentrationen eine gleiche Verteilung des 
Aggregationsstatus erhalten. Sowohl die Signalintensitäten als auch die Verhältnisse der 
einzelnen Peaks untereinander sind somit für alle untersuchten Cetrorelixkonzentrationen 
bei der Anwendung der Feststoffpräparation vergleichbar.
Abbildung 59: MALDI-MS-Massenspektrum Cetrorelix 15 mg/ml, Matrixdeflection 
  3000 Da, Feststoffpräparation, Matrix DHB, Edelstahltarget
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3.2 Fluoreszenzspektroskopie
3.2.1  Fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen zur  
  Bestimmung von Parametern für ESI-TOF-MS-  
  Messungen
Die Untersuchung von GnRH-Antagonisten mit der Elektrospray-Ionisation-
Massenspektrometrie erfordert bei der Verwendung der standardmäßig genutzten 
Elektrosprayquellen den Zusatz von organischen Lösungsmitteln, so dass eine effektive 
Erzeugung von Ionen und die Bildung eines stabilen Sprays möglich ist.
Anhand der Erfahrungen bei chromatographischen Untersuchungen von Cetrorelix 
ist bekannt, dass insbesondere organische Lösungsmittel die Aggregatstrukturen 
der GnRH-Antagonisten zerstören können. Genaue Untersuchungen, wie sich die 
verschiedenen Lösungsmittel auf die Stabilität der Aggregate der GnRH-Antagonisten 
auswirken, wurden bisher noch nicht unternommen. Aus diesem Grund wurde mit Hilfe 
der Fluoreszenzspektroskopie dieser Einfluss nach der Verdünnung einer aggregierten 
Cetrorelixlösung mit unterschiedlichen Lösungsmitteln anhand der Veränderung der 
Spektrengestalt und dessen zeitlichem Verlauf untersucht. Dabei kamen typische ESI-
TOF-MS-Lösungsmittel in unterschiedlichen Mischungsverhältnissen mit Wasser in 
Verbindung mit Cetrorelix als Modellsubstanz zum Einsatz (Tabelle 18). Diese Messungen 
sollten dazu dienen, den Einfluss bei den durchzuführenden ESI-TOF-MS Untersuchungen 
abzuschätzen und die optimalen Parameter für die Untersuchung festzulegen. 
Lösungsmittel
Volumenanteil 
Lösungsmittel [%]
Volumenanteil 
Wasser [%]
0% 100%
Methanol  10% 90%
20% 80%
30% 70%
40% 60%
50% 50%
Acetonitril  10% 90%
20% 80%
30% 70%
40% 60%
Tabelle 18: Lösungsmittelgemische für die Verdünnung der Stammlösungen zur 
  Bestimmung des Einflusses auf den Aggregationsstatus von Cetrorelix 
  und Ozarelix
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Bei der Verdünnung einer Cetrorelixstammlösung von 1 mg/ml auf 0,01 mg/ml kann eine 
Änderung der Fluoreszenzintensität in Abhängigkeit von der Zeit und des Lösungsmittels 
beobachtet werden. Zur Beurteilung des Einflusses der Lösungsmittelgemische erfolgten 
Referenzmessungen, bei denen die Stammlösung mit Wasser verdünnt wurde. Diese 
Messungen zeigen über den Messzeitraum eine Intensitätsabnahme in Abhängigkeit 
der Zeit. Das Fluoreszenzspektrum zeigt bei allen Messungen eine Aggregat-typische 
Bandenform (Abbildung 60). 
1     0 min
2   10 min
3   15 min
4   30 min
5   45 min
6   60 min
7 120 min
8 180 min
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Mit Methanolanteilen des zur Verdünnung verwendeten Lösungsmittels bis einschließlich 
30 Volumenprozent können ähnliche Fluoreszenzspektren erhalten werden wie 
bei der Verdünnung mit Wasser. Innerhalb von mindestens 60 Minuten nach der 
Verdünnung zeigen diese Fluoreszenzspektren eine für Aggregate typische Bandenform. 
Volumenanteile von 10 bis 20 Prozent Methanol weisen eine nahezu identische Abnahme 
der Fluoreszenzintensität auf. Für einen Methanolanteil von 30 Volumenprozent ist eine 
deutlich stärkere Abnahme der Fluoreszenzintensität zu beobachten (Abbildung 61). 
Bei einer weiteren Erhöhung des Lösungsmittelanteils auf 40 bzw. 50 Volumenprozent 
erfolgte die Bandenumkehr innerhalb von zehn bzw. fünf Minuten nach der Verdünnung. 
Diese Ergebnisse wurden mit einer Cetrorelixstammlösung nach sieben Tagen Standzeit 
durchgeführt. Eine geringere Standzeit der Stammlösung vor der Verdünnung hat eine 
schnellere Deaggregation zur Folge. Für eine Stammlösung gleicher Konzentration 
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Abbildung 60: Fluoreszenzspektren von Cetrorelix bis 180 min nach  der Verdünnung
  mit Wasser von 1 mg/ml auf 0,01 mg/ml
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mit einer Standzeit von lediglich 60 Minuten findet innerhalb von 15 Minuten nach der 
Verdünnung mit Wasser eine vollständige Deaggregation statt. 
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Abbildung 61: Prozentuale Abnahme der Fluoreszenzintensitäten in Abhängigkeit der 
  Zeit nach der Verdünnung der Cetrorelixstammlösung (1mg/ml) auf 
  10 µg/ml mit Wasser und verschiedenen Methanol/Wasser-Lösungen
Werden Verdünnungen mit Acetonitril vorgenommen, so ergibt sich schon bei einem 
10 %-igen Volumenanteil Acetonitril in Wasser eine Änderung der Bandenstruktur 
innerhalb von 3 Minuten (Abbildung 62). Volumenanteile von 20 bzw. 30 % zeigen direkt 
nach der Zugabe ein für Monomeren typisches Fluoreszenzspektrum (Abbildung 63).
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Abbildung 62: Cetrorelixfluoreszenzspektren sofort nach der Verdünnung einer 
  Stammlösung (c = 1mg/ml) auf 0,01 mg/ml mit 10 Vol% Acetonitril 
  in Wasser
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Als weiterer GnRH-Antagonist wurde das Verhalten von Ozarelix bei Verdünnung einer 
aggregierten Stammlösung für die Ermittlung der optimalen Parameter für die ESI-TOF-
MS fluoreszenzspektroskopisch untersucht. Ozarelix weist ein grundlegend ähnliches 
Fluoreszenzverhalten wie Cetrorelix auf. Allerdings lassen sich intrinsische Veränderungen 
der Bandenform erst für hohe Peptidkonzentrationen oberhalb einer Konzentration 
von 0,3 mg/ml deutlich erkennen [Schneider et al., 2010]. Unter Einbeziehung der 
Extremwerte und Wendepunkte lassen sich erste Veränderungen um die kritische 
Aggregatbildungskonzentration oberhalb von 0,15 mg/ml fluoreszenzspektroskopisch 
beobachten.
Bei einer Verdünnung unterhalb die kritische Aggregatbildungskonzentration zeigt 
Ozarelix im Vergleich zu Cetrorelix ein abweichendes Verhalten. Für Ozarelix erfolgte 
die Verdünnung auf 10 µg/ml bzw. 100 µg/ml, wobei drei verschiedene Stammlösungen 
(1; 2; 5 mg/ml) untersucht wurden. Hierbei werden für alle Stammlösungen sofort 
nach der Verdünnung mit 10 mM Ammoniumacetatlösung intrinsisch keine Aggregate 
nachgewiesen (Abbildung 64).
Bei den durchgeführten extrinsischen Fluoreszenzmessungen zeigt sich, dass innerhalb 
kurzer Zeit die Signalintensität abnimmt und eine Verschiebung des Peakmaximums 
stattfindet. Direkt nach der Verdünnung der Stammlösung mit 5 mg/ml auf 100 µg/ml 
liegt das Peakmaximum bei 484 nm. Findet eine Verdünnung auf 10 µg/ml statt, liegt das 
Peakmaximum direkt nach der  Verdünnung bei 499 nm (Abbildung 65).
Abbildung 63: Cetrorelixfluoreszenzspektren nach der Verdünnung einer Stammlösung
  (c = 1mg/ml) auf 0,01 mg/ml mit 20 bzw. 30 Vol% Acetonitril in Wasser
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Somit lässt sich bei einer stärkeren Verdünnung, innerhalb gleicher Zeiträume eine 
größere Rotverschiebung des Peakmaximums beobachten. Für alle untersuchten 
Lösungsmittelzusammensetzungen (Tabelle 18) und Stammlösungen ergibt sich, dass 
innerhalb von fünf Minuten nach der Verdünnung das Peakmaximum der ANS-Sonde 
zwischen 500 bis 520 nm detektiert wird.
Abbildung 64: Intrinsische Fluoreszenzspektren Ozarelix direkt nach Verdünnung
Abbildung 65: Extrinsische Fluoreszenzspektren Ozarelix, vor und nach Verdünnung
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Neben der Untersuchung der GnRH-Antagonisten mit einer standardmäßigen 
Elektrosprayquelle und dem Zusatz von organischer Lösungsmitteln sollte eine ESI-
TOF-MS-Methode entwickelt werden, die es ermöglicht die GnRH-Antagonisten 
in rein wässrigen Lösungen zu untersuchen, um eine geringe Beeinflussung des 
Aggregationsstatus zu erreichen. Dies wurde mit dem Einsatz des TurboIonSprays® als 
Sprayquelle erreicht (Kapitel 3.3). 
Mit dieser speziellen Ionisationsquelle sollte es möglich sein rein wässrige Analytlösungen 
der GnRH-Antagonisten effektiv zu ionisieren und dabei ein stabiles Spray auszubilden. 
Allerdings wirkte sich insbesondere die Salzkonzentration auf die Spraystabilität aus. Aus 
diesem Grund, musste die Ammoniumacetatkonzentration in wässriger Lösung auf eine 
5 mM Ammoniumacetatlösung reduziert werden. Dieser Wert stellt für die Ausbildung 
eines stabilen Sprays keinen kritischen Parameter mehr dar. 
Um die Vergleichbarkeit der erhaltenen Ergebnisse zu gewährleisten, wurden 
Fluoreszenzmessungen in 5 mM Ammoniumacetatlösung von Ozarelix, Cetrorelix sowie 
der Cetrorelixteilsequenzen D-50848, D-50849 und D-50850 vorgenommen.
Die Bestimmung der kritischen Aggregatbildungskonzentrationen von Cetrorelix und 
Ozarelix erfolgte extrinsisch sowohl durch bilineare Regression als auch durch sigmoidale 
Approximation nach LANG [Lang, 2005].
Daraus ergibt sich für Ozarelix eine cacOzarelix = 0,17 mg/ml. Dieser Wert entspricht 
der der kritischen Aggregatbildungskonzentration in 10 mM Ammoniumacetatlösung. 
Für Cetrorelix liegt die kritische Aggregatbildungskonzentration in 5 mM 
Ammoniumacetatlösung mit cacCetrorelix = 0,057 mg/ml etwas höher als in 10 mM 
Ammoniumacetatlösung (0,042 mg/ml). Diese Werte werden für die weiteren ESI-TOF-
MS-Messungen in Kapitel 3.3 herangezogen.
Die Fluoreszenzmessungen der Cetrorelixteilsequenzen D-50848, D-50849 und D-50850 
sollten neben den Parametern für die ESI-TOF-MS-Messung ein besseres Verständnis 
über die bevorzugten Wechselwirkungen bei der Aggregation liefern. Durch die 
Verkürzung der Sequenzen, sollte die Hypothese von LANG [Lang, 2005] zur Ursache 
der Bandenumkehr bei der intrinsischen Fluoreszenz überprüft werden. Die intrinsischen 
Fluoreszenzmessungen der verkürzten Cetrorelixsequenz D-50848 weisen  keine 
Bandenumkehr mit steigender Peptidkonzentration auf. Dies gilt auch für Proben, die eine 
gelartige Konsistenz aufweisen (Abbildung 66 links). Die extrinsische Fluoreszenzmessung 
weist eine niedrige Signalintensität auf. Es ist eine Verschiebung des Peakmaximums 
und eine Zunahme der Signalintensität mit steigender Peptidkonzentration zu beobachten 
(Abbildung 66 rechts). Bei der Zunahme der Signalintensität in Abhängigkeit von der 
Peptidkonzentration ist keine sprunghafte Änderung zu beobachten. Nur zwischen den 
D-50848-Konzentrationen 0,05 mg/ml und 0,075 mg/ml tritt ein stärkerer Anstieg der 
Signalintensität auf. 
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Bei den intrinsischen Fluoreszenzmessungen der verkürzten Cetrorelixsequenz D-50849 
kann schon bei einer extrem kleinen Konzentration von 0,0025 mg/ml die typische 
Bandenstruktur für Aggregate beobachtet werden (Abbildung 67). Im Vergleich dazu 
kann bei den extrinsischen Messungen im gesamten Konzentrationsbereich (bis 0,05 mg/
ml) keine Einlagerung der Sonde ANS festgestellt werden. 
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Die verkürzte Cetrorelixsequenz D-50850 (1-9) weist im Gegensatz zu den beiden 
kürzeren Sequenzen keine Besonderheiten auf und zeigt ein zu Cetrorelix vergleichbares 
Verhalten. Die Aggregatbildung findet in einem Konzentrationsbereich zwischen 0,05 – 
0,08 mg/ml in 5 mM Ammoniumacetatlösung statt.
Abbildung 66: links: Extrinsische Fluoreszenz D-50848, verschiedene 
   Konzentrationen 
  rechts: Abhängigkeit der Wellenlänge des Peakmaximums  der 
   ANS-Sonde von der D-50848-konzentration
Abbildung 67: Intrinsische Fluoreszenz D-50849, verschiedene Konzentrationen
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3.2.2  Aggregationsverhalten von Cetrorelix in Abhängigkeit  
  von der Art ausgewählter An- und Kationen
Es ist bekannt, dass verschiedene An- und Kationen einen Einfluss auf das 
Aggregationsverhalten von Cetrorelix besitzen [Lang, 1998; Rattei, 2002; Kuntke 2004]. 
Um den Einfluss der verschiedenen Ionen, insbesondere für das Verhalten von Cetrorelix 
im Organismus sowie für die MS-Probenvorbereitung besser zu verstehen und abschätzen 
zu können, wurden systematische Fluoreszenzuntersuchungen mit unterschiedlichen 
Salzen durchgeführt. Von besonderem Interesse war der Einfluss von Ringerlösung, die 
als in vivo-nahes Elektrolytmodell als Liberationsmedium für Cetrorelix [Rattei, 2002] 
dient. Die Messungen erfolgten in Zusammenarbeit im Rahmen der Diplomarbeit von 
BERTRAM [Bertram, 2005] jeweils mit drei verschiedenen Salzkonzentrationen nach 
einem und nach sieben Tagen. Die Cetrorelixkonzentration wurde für alle Proben konstant 
bei 100 µg/ml eingestellt und nach jeder Fluoreszenzmessung bestimmt, um ein mögliches 
Ausfällen der Aggregate zu detektieren. Somit lassen sich die Aggregationspotenziale der 
verschiedenen An- und Kationen abschätzen. In Tabelle 19 sind die Ergebnisse für die 
einwertigen Kationen zusammengefasst.
Die einwertigen Kationen zeigen im direkten Vergleich untereinander ähnliche Aus-
wirkungen auf die Komplexierung von Cetrorelix. Nur bei den Acetaten kommt es zu 
einer sichtbaren Verringerung der Aggregation. Eine 5 mM Natriumacetatlösung führt 
zur Aggregatbildung. Im Gegensatz dazu führen Kalium- und Ammoniumacetat gleicher 
Konzentration nicht zur Aggregatbildung von Cetrorelix. Daraus kann man folgern, dass 
Natriumionen etwas stärker zur Aggregation führen als Kalium- und Ammoniumionen 
(Na+≥K+=NH4
+). Kalium- und Ammoniumacetat bewirken erst ab höheren Konzentratio-
nen (ca. 10 mM) eine Aggregation von Cetrorelix. In 0,1 mM Ammoniumphosphatlösung 
zeigt Cetrorelix fluoreszenzspektroskopisch  nach sieben Tagen Aggregationsverhalten, 
wobei in 0,1 mM Natrium- und Kaliumhydrogenphosphatlösungen Cetrorelixmonomere 
erhalten bleiben. Der Grund dafür ist die höhere Ionenstärke der Ammoniumphosphatlö-
sung. 
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Legende: M = Monomer A = Aggregat
c(Salz) 0,1 mM 1 mM 5 mM
Na+ 1 Tag 7 Tage 1 Tag 7 Tage 1 Tag 7 Tage
NaCl M 98 % M 88 % M 81% M 86 % A 92 % A 89 %
NaNO3 M 95 % M 94 % M 88 % M 84 % A 79 % A 81 %
Na2HPO4 M 78 % M 90 % A 65 % A  73 % A 11 % A 8 %
Na2SO4 A 86 % A 88 % A 16 % A 41 % A 9 % A 8 %
NaSCN M 87 % M 90 % A 82 % A 94 % A 52 % A 57 %
NaOAc M 75 % M 93 % M 94 % M 96 % M 92 % A 94 %
 
K+ 1 Tag 7 Tage 1 Tag 7 Tage 1 Tag 7 Tage
KCl M 100 % M 92 % M 90 % M 78 % A 88 % A 93 %
KNO3 M 91 % M 96 % M 93 % M 87 % A 86 % A 85 %
K2HPO4 M 93 % M 94 % A 77 % A 44 % A 7 % A 14 %
K2SO4 A 89 % A 88 % A 34 % A 22 % A 5 % A 10 %
KSCN M 75 % M 91 % A 74 % A 72 % A 46 % A 26 %
KOAc M 96 % M 93 % M 92 % M 96 % M 95 % M 83 %
NH4
+ 1 Tag 7 Tage 1 Tag 7 Tage 1 Tag 7 Tage
NH4Cl M 88 % M 98 % M 90 % M 96 % A 81 % A 93%
NH4NO3 M 55  % M 100 % M 81 % M 86 % A 81 % A 80 %
(NH4)3PO4 M 89 % A 88 % A 72 % A 66 % A 13 % A 12 %
(NH4)2SO4 A 75 % A 78 % A 38 % A 27 % A 10 % A 9 %
NH4SCN M 95 % M 98 % A 76% A 64 % A  71 % A 70 %
NH4OAc M 96 % M 87 % M 96 % M 98 % M 89 % M 85 %
Der Einfluss der zweiwertigen Kationen auf die Aggregtation von Cetrorelix ist in 
Tabelle 20 dargestellt.
Tabelle 19: Einfluss ausgewählter Salze auf den fluoreszenzspektroskopisch 
  bestimmten Aggregationszustand unterschiedlicher Salzlösungen 
  nach 1 und 7 Tagen, Cetrorelixkonzentration100 µg/ml, 
  Cetrorelixrestkonzentration in % in Lösung (UV-spektroskopisch 
  bestimmt); einwertige Kationen
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Legende: M = Monomer A = Aggregat
c(Salz) 0,1 mM 1 mM 5 mM
Ca2
+ 1 Tag 7 Tage 1 Tag 7 Tage 1 Tag 7 Tage
CaCl2 M 105 % M 108 % M 96 % M 97 % A 81 % A 67 %
Ca(NO3)2 M 105 % M 109 % A 86 % A 98 % A 76 % A 53 %
Ca(SCN)2 M 100 % M 93 % A 89 % A 84 % A 22 % A 21 %
Ca(OAc)2 M 106 % M 105 % M 97 % M 105 % M 85 % A 94 %
Mg2
+ 1 Tag 7 Tage 1 Tag 7 Tage 1 Tag 7 Tage
MgCl2 M 104 % M 99 % M 97 % M 94 % A 84 % A 86 %
Mg(NO3)2 M 107 % M 103 % A 93 % A 88 % A 59 % A 80 %
MgSO4 A 84 % A 106 % A 24 % A 28 % A 9 % A 7 %
Mg(OAc)2 M 108 % M 106 % M 107 % M 105 % A 92 % A 94 %
An den Ergebnissen der 5 mM Acetatsalze ist zu erkennen, dass das Magnesiumion als 
zweiwertiges Kation stärker aggregierend auf Cetrorelix wirkt als das Calciumion. Es 
kommt schon nach einem Tag zur Ausbildung von Aggregaten (Mg2+ ≥ Ca2+). 5 mM 
Natrium- und Calciumacetat verursachen erst nach 7 Tagen eine Aggregation des 
Cetrorelix. Da die Gesamtionenzahl des Natriumsalzes mit 10 mM kleiner ist als die des 
Calciumsalzes mit 15 mM und beide Salze einen ähnlichen Effekt auf Cetrorelix ausüben, 
kann daraus gefolgert werden, dass Natriumionen stärker lyotrop sind als Calciumionen. 
Im  Folgenden sollen die Anionen näher betrachtet werden (Tabelle 21,22).
Tabelle 20: Einfluss ausgewählter Salze auf den fluoreszenzspektroskopisch 
  bestimmten Aggregationszustand unterschiedlicher Salzlösungen 
  nach 1 und 7 Tagen, Cetrorelixkonzentration100 µg/ml, 
  Cetrorelixrestkonzentration in % in Lösung (UV-spektroskopisch 
  bestimmt); zweiwertige Kationen
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Legende: M = Monomer A = Aggregat
c(Salz) 0,1 mM 1 mM 5 mM
SCN- 1 Tag 7 Tage 1 Tag 7 Tage 1 Tag 7 Tage
NaSCN M 87 % M 90 % A 82 % A 94 % A 52 % A 57 %
KSCN M 75 % M 91 % A 74 % A 72 % A 46 % A 26 %
NH4SCN M 95 % M 98 % A 76% A 64 % A  71 % A 70 %
Cl- 1 Tag 7 Tage 1 Tag 7 Tage 1 Tag 7 Tage
NaCl M 98 % M 88 % M 81% M 86 % A 92 % A 89 %
KCl M 100 % M 92 % M 90 % M 78 % A 88 % A 93 %
NH4Cl M 88 % M 98 % M 90 % M 96 % A 81 % A 93%
NO3
- 1 Tag 7 Tage 1 Tag 7 Tage 1 Tag 7 Tage
NaNO3 M 95 % M 94 % M 88 % M 84 % A 79 % A 81 %
KNO3 M 91 % M 96 % M 93 % M 87 % A 86 % A 85 %
NH4NO3 M 55  % M 100 % M 81 % M 86 % A 81 % A 80 %
OAc- 1 Tag 7 Tage 1 Tag 7 Tage 1 Tag 7 Tage
NaOAc M 75 % M 93 % M 94 % M 96 % M 92 % A 94 %
KOAc M 96 % M 93 % M 92 % M 96 % M 95 % M 83 %
NH4OAc M 96 % M 87 % M 96% M 98 % M 89 % M 85 %
Beim Vergleich von Natriumrhodanid, -nitrat, -chlorid und -acetat ist für Rhodanid eine 
stärkere Aggregatbildung gegenüber dem Nitrat und Chlorid festzustellen. Die beiden 
Letztgenannten wirken stärker als das Acetat auf die Komplexierung von Cetrorelix 
(SCN- > NO3
- = Cl- > CH3COO
-). Betrachtet man die Ergebnisse von Calciumnitrat, 
-chlorid und –acetat, stellt sich Nitrat als stärker lyotrop gegenüber Chlorid heraus. Acetat 
ist wiederum das am stärksten chaotrope Ion (NO3
- > Cl- > CH3COO
-). Der Vergleich der 
einwertigen Anionen ergibt also die stärker lyotrope Wirkung des Rhodanids gegenüber 
dem Nitrat. Dieses wirkt wiederum stärker als Chlorid und dieses stärker als Acetat (SCN- 
> NO3
- > Cl- > CH3COO
-). 
Tabelle 21: Einfluss ausgewählter Salze auf den fluoreszenzspektroskopisch 
  bestimmten Aggregationszustand unterschiedlicher Salzlösungen 
  nach 1 und 7 Tagen, Cetrorelixkonzentration100 µg/ml, 
  Cetrorelixrestkonzentration in % in Lösung (UV-spektroskopisch 
  bestimmt); einwertige Anionen
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Legende: M = Monomer A = Aggregat
c(Salz) 0,1 mM 1 mM 5 mM
SO42- 1 Tag 7 Tage 1 Tag 7 Tage 1 Tag 7 Tage
Na2SO4 A 86 % A 88 % A 16 % A 41 % A 9 % A 8 %
K2SO4 A 89 % A 88 % A 34 % A 22 % A 5 % A 10 %
(NH4)2SO4 A 75 % A 78 % A 38 % A 27 % A 10 % A 9 %
PO4
3- 1 Tag 7 Tage 1 Tag 7 Tage 1 Tag 7 Tage
Na2HPO4 M 78 % M 90 % A 65 % A  73 % A 11 % A 8 %
K2HPO4 M 93 % M 94 % A 77 % A 44 % A 7 % A 14 %
(NH4)3PO4 M 89 % A 88 % A 72 % A 66 % A 13 % A 12 %
NO3
- 1 Tag 7 Tage 1 Tag 7 Tage 1 Tag 7 Tage
Ca(NO3)2 M 105 % M 109 % A 86 % A 98 % A 76 % A 53 %
Mg(NO3)2 M 107 % M 103 % A 93 % A 88 % A 59 % A 80 %
Cl- 1 Tag 7 Tage 1 Tag 7 Tage 1 Tag 7 Tage
CaCl2 M 105 % M 108 % M 96 % M 97 % A 81 % A 67 %
MgCl2 M 104 % M 99 % M 97 % M 94 % A 84 % A 86 %
OAc- 1 Tag 7 Tage 1 Tag 7 Tage 1 Tag 7 Tage
Ca(OAc)2 M 106 % M 105 % M 97 % M 105 % M 85 % A 94 %
Mg(OAc)2 M 108 % M 106 % M 107 % M 105 % A 92 % A 94 %
Bei den mehrwertigen Anionen wirkt im pH-Bereich zwischen 6 und 8 das Sulfat stärker 
aggregatbildend als das in einem Gleichgewicht zwischen ein- und zweifach protonierter 
Form vorliegende Phosphat. Als Beleg des größeren Aggregatbildungspotentials des Sulfats 
dient der Vergleich von Ammoniumphosphat und Ammoniumsulfat. Ammoniumphosphat 
bildet zwar pro Mol drei Mol Ionen aus, das Ammoniumsulfat nur zwei Mol Ionen. Trotz 
einem zusätzlichen Ammoniumion pro Mol Salz, bei gleicher Konzentration, wirkt Sulfat 
gegenüber Phosphat auf Cetrorelix stärker aggregatbildend. 
Tabelle 22: Einfluss ausgewählter Salze auf den fluoreszenzspektroskopisch 
  bestimmten Aggregationszustand unterschiedlicher Salzlösungen 
  nach 1 und 7 Tagen, Cetrorelixkonzentration100 µg/ml, 
  Cetrorelixrestkonzentration in % in Lösung (UV-spektroskopisch 
  bestimmt); zwei- und dreiwertige Anionen
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Vergleicht man die Phosphate mit den Nitraten, zeigt sich eine ähnlich starke Wirkung 
auf die Aggregation von Cetrorelix. Der Übergang von Monomer zu Aggregat findet 
im „niedrigen“ Konzentrationsbereich zwischen 0,1 mM und 1 mM (H2PO4
-/HPO4
2- = 
NO3
-) statt. Ob sich Phosphat als stärker oder schwächer chaotrop gegenüber Rhodanid 
und Nitrat einstufen lässt, konnte über die Ergebnisse der Fluoreszenzmessungen 
nicht geklärt werden (SCN- = H2PO4
-/HPO4
2- = NO3
-). Die Einordnung von Sulfat oder 
Phosphat in die Reihe der einwertigen Anionen kann anhand der Fluoreszenzspektren der 
verbliebenen Cetrorelixkonzentrationen im Überstand getroffen werden. Die Abnahme 
des Aggregatbildungspotentials erfolgt von Sulfat über Phosphat zu Rhodanid 
(SO4
2- > H2PO4
-/HPO4
2- > SCN-). 
Diese Untersuchungen dienten vor allem einem besseren Verständnis des Verhaltens von 
Cetrorelix in unterschiedlichen Medien. Neben den einzelnen Salzen wurde auch die 
Aggregationsneigung von Cetrorelix in Ringerlösung bestimmt, um das Verhalten von 
Cetrorelix in einem vivo-nahen Elektrolytmodell zu untersuchen. Es wurden verschiedene 
Verdünnungen einer physiologischen, als 100%ig bezeichneten Ringerlösung, der 
Zusammensetzung 147 mM NaCl, 4 mM KCl und 3 mM CaCl2 untersucht (Tabelle 23), 
um die Vorhersagbarkeit der Aggregatbildung in diesem Medium abschätzen zu können. 
Von Interesse ist dabei, ob eine Vorhersage des Aggregationszustandes von Cetrorelix 
anhand der Untersuchungen der einzelnen Kat- und Anionen möglich ist.
M = Monomer A = Aggregate
1 Tag
c(NaCl)
A* A* 147 4 3 157 147 4 3
A* A* 73,5 2 1,5 78,5 73,5 2 1,5
A* A* 36,75 1 0,75 39,25 36,75 1 0,75
A A 7,35 0,2 0,15 7,85 7,35 0,2 0,15
M A 3,68 0,1 0,08 3,93 3,68 0,1 0,08
M M 1,84 0,05 0,04 1,96 1,84 0,05 0,04
A A 5 5 5
M M 1 1 1
M M 0,1 0,1 0,1
A A 5 5 5
M M 1 1 1
M M 0,1 0,1 0,1
A A 5 10 5
M M 1 2 1
M M 0,1 0,2 0,1
Legende A* =  Aggregate ausgefallen
7 Tage Salzkonzentration in mM Ionenkonzentrationen in mM
Ringerlösung Spektrenform Spektrenform c(KCl) c(CaCl2) c(Cl-) c(Na+) c(K+) c(Ca2+)
100%Ringer
50%Ringer
25%Ringer
5%Ringer
2,5%Ringer
1,25%Ringer
Vergleichslösung
5 mM NaCl
1 mM NaCl
0,1 mM NaCl
5 mM KCl
1 mM KCl
0,1 mM KCl
5 mM CaCl2
1 mM CaCl2
0,1 mM CaCl2
Tabelle  23: Aggregationszustand von Cetrorelix in Gegenwart physiologischer 
  Ringerlösung unterschiedlicher Konzentrationen
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Beim Vergleich der Konzentrationen der einzelnen anorganischen Komponenten 
der Lösung mit den Ergebnissen der rein anorganischen Vergleichslösungen ist 
zu erkennen, dass bei der Betrachtung der Einzelkomponenten grobe Aussagen 
zum Aggregationspotenzial getroffen werden können. Der Stoffmengenanteil des 
Natriumchlorids bezogen auf die anderen Salze beträgt 95%. Daher wird die Wirkung 
des Natriumchlorids auf die Aggregationsvorgänge dominant sein. Es werden Aggregate 
oder ein Niederschlag gebildet, wenn die Salzkonzentration der Einzelkomponente der 
betrachteten Ringerlösung höher liegt, als die der entsprechenden Konzentration reinen 
Salzes, die zuerst Aggregate hervorruft. Eine 1 mM NaCl-Lösung zeigt mit 0,1 mg/
ml Cetrorelix in Lösung Monomerspektren. Eine 1,25%ige Ringerlösung enthält 
ca. 2 mM NaCl als stärkste Salzkomponente. Es lassen sich auch bei dieser ähnlich 
hohen Konzentration Monomerspektren beobachten. Bei 5 mM NaCl-Lösung werden 
Aggregatspektren beobachtet. Eine 2,5%ige Ringerlösung mit ca. 4 mM Chlorid ergibt 
ebenfalls Aggregate. Eine 5-%ige Ringerlösung mit ca. 8 mM NaCl führt aufgrund der 
höheren NaCl-Konzentration auch zu Cetrorelixaggregaten.
Da das System mit größerer Anzahl an Komponenten zunehmend komplexer wird, kann 
man die Ergebnisse der einzelnen Ionen nur als Anhaltspunkt verwenden. 
3.2.3  Fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen von   
  Ozarelix
Die Ergebnisse der intrinsischen Fluoreszenzmessungen von Ozarelix weisen 
Ähnlichkeiten zu den Ergebnissen zu Cetrorelix auf. Allerdings zeigt Ozarelix erst für 
Konzentrationen oberhalb der kritischen Aggregatbildungskonzentrationen, ab 0,3 mg/
ml in 10 mM Ammoniumacetatlösung, eine deutliche Änderung der Bandenstruktur 
[Schneider et al., 2010]. Bei Betrachtung der Extremwerte und Wendepunkte im 
Fluoreszenzspektrum können erste intrinsische Änderungen der Bandengestalt nahe 
der extrinsisch bestimmten kritischen Aggregatbildungskonzentration, ab einer 
Ozarelixkonzentration von 0,15 mg/ml in 10 mM Ammoniumacetat erkannt werden 
[Schneider et al., 2010].
Im Vergleich zu Ozarelix kann für Cetrorelix anhand der intrinischen 
Fluoreszenzintensitäten bei 335 nm mit steigender Peptidkonzentration ein linearer 
Anstieg der Fluoreszenzintensität beobachtet werden. Bei Erreichen der kritischen 
Aggregatbildungskonzentration ändert sich der Anstieg der Kurve. Durch bilineare 
Regression und Bestimmung der Schnittpunkte beider Regressionsgerade lässt sich die 
kritische Aggregatbildungskonzentration bestimmen. 
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Dieses Phänomen kann für Ozarelix nicht beobachtet werden [Schneider et al., 2010]. Mit 
steigender Peptidkonzentration ist keine lineare Zunahme der Fluoreszenzintensität und 
für höhere Peptidkonzentrationen eine Abnahme der Fluoreszenzintensität zu beobachten 
(Abbildung 68).
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In Experimenten soll durch die Verringerung der Eindringtiefe des Anregungsstrahls 
festgestellt werden, ob die beobachteten Abnahmen der Fluoreszenzintensität auf 
Selbstabsorptionsprozessen in der Probenlösung zurückzuführen sind. Dies lässt sich auf 
unterschiedliche Weisen feststellen. Bei einer 30° Anordnung zwischen Anregungsstrahl 
und Emissionsstrahl legen sowohl der Anregungs- als auch der Emissionsstrahl einen 
deutlich geringeren Weg in der Probenlösung zurück als bei einer Standardanordnung 
(Abbildung 69).
Anregungsstrahl
Emmisionsstrahl
Küvette 1cm Schichtdicke
Anregungsstrahl
Emmisionsstrahl
Küvette 0,1cm Schichtdicke 
in Fluoreszenzeinsatz (Aufsicht)
Abbildung 68: Intrinsische Fluoreszenzintensität von Ozarelix bei 335 nm in Abhängigkeit
  von der Ozarelixkonzentration, Standardmessbedingungen
Abbildung 69: links: Standardmessanordnung mit Küvette (10 mm Schichtdicke) 
  rechts: 30°-Messanordnung zum Anregungsstrahl mit Küvette   
   (1 mm Schichtdicke)
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Bei konzentrationsbedingtem Quenching führt eine geringere Eindringtiefe zu einer 
Verringerung der Selbstabsorptionprozesse. In den durchgeführten Untersuchungen 
kann dieses Verhalten beobachtet werden. Für niedrige Ozarelixkonzentrationen findet 
keine Abnahme der Fluoreszenzintensität statt. Erst hohe Ozarelixkonzentrationen 
größer 10 mg/ml führen zu einem durch die Konzentration verursachten Quenching 
(Abbildung 70). Im Vergleich dazu konnte unter Standardmessbedingungen ein Absinken 
der Fluoreszenzintensität bereits ab 0,25 mg/ml festgestellt werden (Abbildung 68).
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Weiterhin wurde in Analogie zu den Untersuchungen an Cetrorelix (Kapitel 3.2.2) auch 
der Einfluss von Natriumchlorid auf die Aggregatbildung von Ozarelix analysiert. Die 
Messungen erfolgten intrinsisch und extrinsisch für eine Ozarelixkonzentrationsreihe in 
5 mM Natriumchloridlösung. Extrinsisch wird eine kritische Aggregatbildungskozentration 
unter diesen Bedingungen von cacOzarelix, NaCl = 0,10 mg/ml mit bilinearer Regression und 
cacOzarelix, NaCl = 0,13 mg/ml mit sigmoidaler Approximation bestimmt. Intrinsisch ähnelt 
das Verhalten von Ozarelix dem in 10 mM Ammoniumacetatlösung. Allerdings ist die 
Bandenstruktur im Vergleich zu den Ergebnissen von SCHNEIDER [Schneider et al., 2010] 
deutlich stärker ausgeprägt. Es lassen sich bis zu einer Konzentration von 0,2 mg/ml 
die Extremwerte der Kurven im Fluoreszenzspektrum bestimmen. Des Weiteren tritt ab 
dieser Konzentration, vergleichbar zu den Ergebnissen von Schneider [Schneider et. al., 
2010] eine Verschiebung des entsprechenden Wendepunkts zu größeren Wellenlängen auf 
(Abbildung 71). Im Gegensatz zu SCHNEIDER [Schneider et al., 2010] existiert dieser 
Wendepunkt in 5 mM Natriumchloridlösung trotz einer etwas niedrigeren cac auch noch 
Abbildung 70: Intrinsische Fluoreszenzintensität von Ozarelix bei 335 nm in Abhängigkeit 
  von der Ozarelixkonzentration, 30°-Anordnung
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bei einer Konzentration von 0,6 mg/ml.
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Abbildung 71: Intrinsische Fluoreszenzmessung von Ozarelix in 5mM
  Natriumchloridlösung
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3.3 Entwicklung einer ESI-TOF-MS-Methode zur qualitativen   
 Untersuchung des Aggregationsverhalten von GnRH-  
 Antagonisten
Die Elektrospray-Ionisation-Flugzeit-Massenspektrometrie (ESI-TOF-MS) stellt eine 
weitere Möglichkeit für qualitative Untersuchungen von GnRH-Antagonisten und ihren 
Aggregaten dar. Mit der Etablierung einer entsprechenden ESI-TOF-MS-Methode sollte 
es möglich sein, Informationen über die Aggregation und den Aggregationsverlauf zu 
erhalten. Dabei sollte sich als Vorteil erweisen, dass bei der ESI-TOF-MS die Ionisation 
in der flüssigen Phase erfolgt und bei der Probenpräparation kein Phasenübergang 
wie bei der MALDI-MS-Probenpräparation stattfindet. Es werden mehrfach geladene 
Ionen gebildet, die zu einer Überlagerung von Peaks verschiedener Aggregatgröße im 
Massenspektrum führen können. Die  Aggregatgrößen der zu untersuchenden GnRH-
Antagonisten, die sich überlagernden Peaks zuzuordnen sind, lassen sich nur mit 
entsprechend hoher Auflösung anhand des Isotopenmusters eindeutig identifizieren. 
Die ESI-TOF-MS-Messungen mit der Standardionisationsquelle (Kapitel 1.2.4.3, 
Abbildung  19) weisen in wässrigen Cetrorelixlösungen stark schwankende 
Signalintensitäten auf. Darum wurde dieser Untersuchungsansatz nicht weiter verfolgt. 
Durch die Zugabe von organischen Lösungsmitteln lässt sich die Signalstabilität bei der 
ESI-TOF-MS deutlich verbessern. Deshalb wurde zunächst der Lösungsmitteleinfluss 
bei der Verdünnung einer aggregierten Cetrorelixlösung in Verbindung mit ESI-TOF-
MS-typischen Lösungsmittelzusammensetzungen fluoreszenzspektroskopisch untersucht 
(Kapitel 3.2.1). Mit den dabei ermittelten Zeitfenstern (Tabelle 24) wurden die ESI-TOF-
MS-Messungen mit den verschiedenen Lösungsmittelzusammensetzungen durchgeführt. 
Innerhalb eines Messzeitraumes von 60 Minuten werden mit niedrigen Methanolanteilen 
bis 30 Volumenprozent Methanol keine stabilen Signalintensitäten bei der ESI-TOF-MS-
Messung beobachtet. Deshalb wurde der Methanolanteil bei der Probenpräparation auf 
50 Volumenprozent erhöht, obwohl das fluoreszenzspektroskopisch bestimmte Zeitfenster 
für den Nachweis von Aggregaten nur fünf Minuten beträgt. Die ESI-TOF-MS muss 
innerhalb dieses Zeitregimes abgeschlossen sein. Bei der Verdünnung der Cetrorelixlösung 
mit dem Wasser-Methanol-Lösungsmittelgemisch mit einem Volumenanteil von 50 % 
Methanol werden stabile Signalintensitäten detektiert (Abbildungen 72; 73). 
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Lösungsmittel zur 
Verdünnung in Wasser (v/v)
Messfenster 
10 % Methanol > 60 min   
20 % Methanol > 60 min   
30 % Methanol 60 min   
40 % Methanol 10 min   
50 % Methanol 5 min   
10 % Acetonitril < 3 min   
20 % Acetonitril 0 min   
30 % Acetonitril 0 min   
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Tabelle 24: Lösungsmittelzusammensetzungen zur Verdünnung einer 1 mg/ml
  Cetrorelixstammlösung und die dazu gehörigen fluoreszenzspektroskopisch
  bestimmten Zeitfenster zur Bestimmung des Aggregationsstatus von
  Cetrorelix
Abbildung 72: ESI-TOF-Massenspektrum einer 1 mg/ml Cetrorelix in 
  10 mM Ammoniumacetat, für die Messung mit Wasser-Methanol (1:2) 
  auf 0,01 mg/ml verdünnt
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Bei der Verdünnung einer 1 mg/ml Cetrorelixlösung in 10 mM Ammoniumacetat mit 
einem Wasser-Methanol-Gemisch (1:2 v/v) auf 0,01 mg/ml Cetrorelix, können Aggregate 
bis zum Hexamer nachgewiesen werden. Der Nachweis der Aggregatgrößen erfolgt 
anhand der Massenzahlen und, soweit die Auflösung es zulässt, am Isotopenmuster des 
Peaks. Es lassen sich die in Tabelle 25 dargestellten Massenzahlen mit den zugeordneten 
Aggregatgrößen detektieren.
Massenzahl 
m/z
zugeordnete 
Molekülgrößen
positive 
Ladungszustände
715,7 Monomer; Dimer 2; 4
957,2 Dimer 3
1431,4 Monomer; Dimer 1; 2
1788,9 Pentamer 4
1909,8 Tetramer 3
2147,8 Hexamer 4
 
Abbildung 73: Bestimmung der Aggregatgrößen einer 1 mg/ml Cetrorelixlösung; für die 
  Messung mit Wasser-Methanol (1:2) auf 0,01 mg/ml verdünnt,
  Ausschnitt aus Abbildung 72
Tabelle 25: Peakliste der ESI-TOF-MS-Messung einer 1 mg/ml Cetrorelixlösung; 
  für die Messung mit Wasser-Methanol (1:2) auf 0,01 mg/ml verdünnt
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Bei dem Peak m/z 1430 ist am Isotopenmuster zu erkennen, dass eine Überlagerung 
mindestens von Monomeren und Dimeren aufgetreten ist (Abbildung 74). Größere 
Aggregate können nicht ausgeschlossen, aber auf Grund der Auflösung dieses Peaks nicht 
eindeutig zugeordnet werden.
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Für eine 1 mg/ml Cetrorelixlösung in 10 mM Ammoniumacetat können sofort nach der 
Verdünnung mit Wasser:Methanol (1:2 v/v) Aggregate bis zum Hexamer nachgewiesen 
werden. Über die Zeit ist eine Abnahme der Aggregate zu beobachten, wobei zuerst die 
Signalintensität des Hexamerenpeaks abnimmt, gefolgt von den Peaks der Pentameren 
und Tetrameren. Nach fünf Minuten sind keine Cetrorelixaggregate mehr nachweisbar 
(Anhang, Abbildung 117). 
Unter Zugabe von Acetonitril werden sehr hohe Signalintensitäten detektiert, wobei nur 
der Monomerenpeak bei m/z = 715 nachweisbar ist (Anhang, Abbildung 118). Dies  ist 
auch bei geringen Volumenanteilen Acetonitril zu beobachten. Diesem Peak kann anhand 
des Isotopenmusters lediglich das Cetrorelixmonomer zugeordnet werden.
Ausgehend von den Erfahrungen mit Cetrorelix wurde versucht, die Methode auf Ozarelix 
zu übertragen. Auch für Ozarelix wurden die Lösungsmittelzusammensetzung für die 
Bestimmung ihres Einflusses nach der Verdünnung einer aggregierten Ozarelixlösung 
untersucht. Bei der Verdünnung zeigte sich ein zu Cetrorelix abweichendes Verhalten von 
Ozarelix (Kapitel 3.2.1). Alle untersuchten Lösungsmittelzusammensetzungen führen 
Abbildung 74: Überlagerung von Aggregaten; Monomer, Dimer; Ausschnitt aus 
  Abbildung 72
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innerhalb sehr kurzer Zeit (< 5min) zu einer vollständigen Deaggregation von Ozarelix. 
Dieses Ergebnis wird auch durch die ESI-TOF-MS-Messungen bestätigt. Es lassen 
sich bei der Verdünnung aggregierter Ozarelixlösungen auf 0,1 mg/ml keine Aggregate 
nachweisen (Anhang, Abbildung 119).
Für die Untersuchung der GnRH-Antagonisten mit der ESI-TOF-MS, insbesondere 
Ozarelix, ist somit eine andere Methode notwendig, die keinen Zusatz von organischen 
Lösungsmitteln erfordert. Mit diesem Ziel wässrige Lösung von GnRH-Antagonisten, 
ohne die vorherige Zugabe von organischen Lösungsmitteln analysieren zu können, 
wurde das TurboIonSpray® der Firma Applied Biosystems getestet. Es erfolgte für 
alle zu untersuchenden GnRH-Antagonisten eine Reduzierung der Ammoniumacetat-
konzentration auf eine 5 mM Ammoniumacetatlösung. Dies ist notwendig für die 
Ausbildung eines stabilen Sprays und einer effektiven Ionisation der Analyten. Es 
wurden ESI-TOF-MS-Messungen in den Konzentrationsbereichen um die kritische 
Aggregatbildungskonzentration von Cetrorelix, Ozarelix, D-50848, D-50849 und 
D-50850 in 5 mM Ammoniumacetatlösung durchgeführt. Die Festlegung des 
Konzentrationsbereiches erfolgte nach der fluoreszenzspektroskopischen Bestimmung 
der cac mit dieser Salzkonzentration (Kapitel 3.2.1).
Für Cetrorelix wurde eine Konzentrationsreihe von 0,01 – 0,08 mg/ml in 
5 mM Ammoniumacetatlösung gemessen. Die dazu fluoreszenzspektroskopische 
ermittelte kritische Aggregatbildungskonzentration beträgt cacCetrorelix = 0,057 mg/
ml. Massenspektrometrisch lassen sich für eine 0,05 mg/ml Cetrorelixprobe in 5 mM 
Ammoniumacetatlösung Oligomere bis zum Tetramer nachweisen (Abbildung 75).
Somit lassen sich für Cetrorelix bei der kritischen Aggregatbildungskonzentration schon 
kleine Oligomere massenspektrometrisch nachweisen. Oberhalb der kritischen 
Aggregatbildungskonzentration ist mit steigender Cetrorelixkonzentration eine 
kontinuierliche Zunahme des Peaks bei m/z = 1430 zu beobachten. Für eine höhere 
Cetrorelixkonzentrationen von 1 mg/ml werden Oligomere bis zum Tridecamer 
nachgewiesen (Abbildungen 76; 77). Die Zuordnung der Ladungszustände der 
nachgewiesen Aggregate ist in Tabelle 26 dargestellt.
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Abbildung 75: ESI-Massenspektrum einer 0,05 mg/ml Cetrorelixlösung in 5 mM 
  Ammoniumacetat, TurboIonSpray®, 
  großes Bild: Gesamtspektrum
  Bildausschnitt: Tetramer bei m/z = 1909
Abbildung 76: ESI-Massenspektrum einer 1 mg/ml Cetrorelixlösung in 5 mM
  Ammoniumacetat, für die Messung auf 0,1 mg/ml mit 5 mM
  Ammoniumacetatlösung verdünnt, TurboIonSpray®
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Massenzahl 
m/z
zugeordnete 
Molekülgrößen
positiver 
Ladungszustand
715,8 Monomer; Dimer 2; 4
1431,5 Monomer; Dimer; Trimer 1; 2; 3
1789,7 Pentamer 4
1909,6 Tetramer 3
2148,3 Hexamer 4
2291,2 Octamer 5
2387 Decamer 6
2506 Heptamer 4
2577,8 Nonamer 5
2626,8 Undecamer 6
2863,9 Dodecamer 6
3103,5 Tridecamer 6
Abbildung 77: ESI-Massenspektrum einer 1 mg/ml Cetrorelixlösung in 5 mM
  Ammoniumacetat, für die Messung auf 0,1 mg/ml mit 5 mM
  Ammoniumacetatlösung verdünnt; Ausschnitt aus Abbildung 76
  TurboIonSpray®
Tabelle 26: Peakliste und Zuordnung der Ladungszustände der ESI-TOF-MS-Messung 
  einer 1 mg/ml Cetrorelixlösung in 5 mM Ammoniumacetat; für die 
  Messung auf 0,1 mg/ml mit 5 mM Ammoniumacetatlösung verdünnt, 
  TurboIonSpray®
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Für den GnRH-Antagonisten Ozarelix wurde eine Konzentrationsreihe 
von 0,01 – 0,6 mg/ml in 5 mM Ammoniumacetatlösung untersucht. Der 
fluoreszenzspektroskopisch bestimmte cac von Ozarelix beträgt unter diesen Bedingungen 
cacOzarelix = 0,17 mg/ml. Bei der anschließenden massenspektrometrischen Analyse 
können schon bei Konzentrationen unterhalb der fluoreszenzspektroskopisch 
bestimmten kritischen Aggregatbildungskonzentration (0,17 mg/ml) Oligomere 
bis zum Tetramer gefunden werden (Abbildung 78). Ab der Grenzkonzentration 
von 0,2 mg/ml ändert sich der Oligomerenstatus stark. Es sind Oligomere bis zum 
Undecamer nachweisbar. Für eine Ozarelixkonzentration von 0,6 mg/ml, werden sogar 
Oktadecamere detektiert (Abbildungen 79, 80). Den Ozarelixpeaks können die in 
Tabelle 27 aufgeschlüsselten Massenzahlen und Ladungszustände zugeordnet werden. 
Abbildung 78: ESI-Massenspektrum einer 0,1 mg/ml Ozarelixlösung in 
  5 mM Ammoniumacetat
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Abbildung 79: ESI-Massenspektrum einer 0,6 mg/ml Ozarelixlösung in 5 mM 
  Ammoniumacetat, TurboIonSpray®
Abbildung 80: ESI-Massenspektrum einer 0,6 mg/ml Ozarelixlösung in 5 mM
  Ammoniumacetat; Ausschnitt aus Abbildung 79
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Massenzahl 
m/z
zugeordnete 
Molekülgrößen
positiver 
Ladungszustand
730,8 Monomer 2
1459,6 Monomer; Dimer; Trimer 1; 2; 3
1947,2 Tetramer 3
2190,1 Hexamer 4
2337,0 Octamer 5
2433,7 Pentamer 3
2555,3 Heptamer 4
2628,1 Nonamer 5
2676,1 Undecamer 6
2920,1 Decamer 6
3163,8 Tridecamer 6
3211,1 Undecamer 5
3336,4 Hexadecamer 7
3406,9 Tetradecamer 6
3544,6 Heptadecamer 7
3648,8 Pentadecamer 6
3753,1 Octadecamer 7
3892,0 Hexadecamer 6
Neben Cetrorelix und Ozarelix wurden auch die Cetrorelixteilsequenzen D-50848 (1-4), 
D-50849 (1-6) und D-50850 (1-9) massenspektrometrisch untersucht. 
Für D-50848 kamen dabei Konzentrationen im Bereich zwischen 0,01 bis 0,4 mg/ml zum 
Einsatz. Massenspektrometrisch lassen sich in diesem Konzentrationsbereich qualitative 
Veränderungen der Probe beobachten. Unterhalb einer Konzentration von 0,075 mg/ml 
D-50848 sind keine Oligomere nachweisbar. Ab dieser Konzentration liegen mindestens 
Trimere in der Probe vor. Wird die Konzentration auf 0,4  mg/ml erhöht, lassen sich 
Tetramere anhand des Isotopenmusters nachweisen (Abbildung 81; 82 ).
Tabelle 27: Peakliste und Zuordnung der Ladungszustände der ESI-TOF-MS-Messung 
  einer 1 mg/ml Ozarelixlösung in 5 mM Ammoniumacetat; für die 
  Messung auf 0,1 mg/ml mit 5 mM Ammoniumacetatlösung verdünnt, 
  TurboIonSpray®
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Abbildung 81: ESI-Massenspektrum einer  0,4 mg/ml D-50848 in 
  5 mM Ammoniumacetatlösung, TurboIonSpray®, Gesamtspektrum
Abbildung 82: ESI-Massenspektrum einer  0,4 mg/ml D-50848 in 
  5 mM Ammoniumacetatlösung, TurboIonSpray®, 
  Ausschnitt aus Abbildung 81, 
  Überlagerung der Mono-, Di-, Tri- und Tetramerenpeaks  
  links: Isotopenverteilung des Peaks bei m/z=674: Nachweis von  
   Tetrameren  
  rechts: Isotopenverteilung des Peaks bei m/z=1349: Nachweis von  
   Tetrameren
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Für D-50849 können mittels extrinsischer Fluoreszenz keine Einlagerungen der Sonde bis 
0,05 mg/ml beobachtet werden. Die Bandenstruktur der intrinsischen Fluoreszenzspektren 
bei diesen niedrigen Konzentrationen deutet auf Aggregate hin (Kapitel 3.2.1). 
Massenspektrometrisch wurden Konzentrationen bis 0,05 mg/ml untersucht. Anhand des 
Isotopenmusters können dem Peak bei m/z = 955,3 bei einer D-50849 Konzentration von 
0,05 mg/ml mit Sicherheit Trimere zugeordnet werden (Abbildung 83).
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Für D-50850 erfolgte die ESI-massenspektrometrische Untersuchung im Bereich 
von 0,001 - 0,09 mg/ml in 5 mM Ammoniumacetat mit dem TurboIonSpray®. Im 
Massenspektrum dominiert der Peak bei m/z = 681,9, neben dem Peak m/z = 1361,8 
(Abbildung 84). Anhand des Isotopenmusters lassen sich bei einer D-50850 Konzentration 
von 0,05 mg/ml den Peaks Oligomere bis zum Tetramer zuordnen (Abbildung 85). 
Abbildung 83: ESI-Massenspektrum einer  0,05 mg/ml D-50849 in 
  5 mM Ammoniumacetatlösung, TurboIonSpray®
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Abbildung 84: ESI-Massenspektrum einer  0,05 mg/ml D-50850 in 
  5 mM Ammoniumacetatlösung, TurboIonSpray® Gesamtspektrum
Abbildung 85: ESI-Massenspektrum einer  0,05 mg/ml D-50850 in 
  5 mM Ammoniumacetatlösung, TurboIonSpray®
  Isotopenverteilung des Peaks bei m/z=1361: 
  Überlagerung von Mono-, Di-, Tri-, und Tetramerpeaks
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Zur Überprüfung der Ergebnisse wurden alle Probenlösungen nach der Messreihe 
mit Eisessig auf eine 1 %-ige Essigsäure eingestellt. Bei den anschließenden 
massenspektrometrischen Messungen traten starke Veränderungen der Signalverhältnisse 
auf. Für alle Substanzen konnten anhand der Isotopenmuster und der Peaks keine 
Oligomere mehr nachgewiesen werden. Für Cetrorelix, Ozarelix und D-50850 nahm die 
Signalintensität der einfach geladenen Monomeren signifikant ab. Es wurde gleichzeitig 
ein starker Anstieg des zweifach geladenen Monomerenpeaks beobachtet. Für D-50848 
war lediglich der einfach geladene Monomerenpeak nachweisbar, da auf Grund der 
Molekülmasse der zweifach geladene Monomerenpeak nicht existiert. 
3.4 Anwendung der etablierten Fluoreszenz- und MALDI-TOF-MS- 
 Methoden zur Untersuchung einer Cetrotide®-Formulierung
Für die Anwendung am Patienten und die Bioverfügbarkeit der GnRH-Antagonisten 
im Organismus ist es von großer Bedeutung, deren Verhalten nach der Herstellung der 
Wirkstoffformulierung vor einer Applikation sowohl qualitativ als auch quantitativ zu 
kennen. Aus diesem Grund wurde eine Cetrotide®-Formulierung umfassend mit den in 
früheren Arbeiten [Lang, 2005] und in dieser Arbeit entwickelten Methoden untersucht.
Mit Hilfe der feststoffbasierten Probenpräparation wurde der Feststoff der Cetrotide®-
Formulierung auf das Vorhandensein von Aggregaten untersucht (Abbildung 86). 
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Abbildung 86: MALDI-MS-Massenspektrum der Cetrotide®-Formulierung, 
  Feststoffpräparation, Matrix DHB, Edelstahltarget
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Das Massenspektrum der untersuchten Cetrotide®-Formulierung zeigt lediglich 
Cetrorelixmonomere (Abbildung 86). Es können keine Aggregate nachgewiesen werden.
Für die Applikation am Patienten muss die Wirkstoffformulierung mit Gluconsäure 
und Wasser für Injektionszecke rekonstituiert werden. Dies wurde nach der 
Herstellungsanweisung der Zentaris GmbH durchgeführt. Die erhaltene Lösung wurde 
über einen Zeitraum von 48 Stunden sowohl qualitativ mit der intrinsischen (Abbildung 87) 
und extrinsischen (Abbildung 88) Fluoreszenzspektroskopie als auch qualitativ und 
quantitativ mit der MALDI-TOF-MS untersucht.
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Abbildung 87: Intrinsische Fluoreszenzintensität bei l=333 nm einer 
  Cetrotide® - Formulierung über einen Zeitraum von 
  48 Stunden nach Herstellung der Probe
Abbildung 88: Extrinsische Fluoreszenzintensität bei l=481 nm einer 
  Cetrotide®- Formulierung über einen Zeitraum von 
  48 Stunden nach Herstellung der Probe
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Bei der intrinsischen Fluoreszenzmessung zeigen alle Cetrotide®-Proben eine für 
Cetrorelixmonomere typische Bandenstruktur. Lediglich das Spektrum nach 48 Stunden 
ist leicht verändert [Hempelt et al., 2005]. Die Intensitäten der ersten Messungen 
schwanken um circa 15 Prozent. Durch Einbeziehung des 48 Stunden-Messwertes ist der 
Trend des Intensitätsanstiegs mit der Zeit zu erkennen.
Bei den extrinsischen Fluoreszenzmessungen liegt das Maximum bei einer Wellenlänge 
von 481 nm, was einem Zustand zwischen Cetrorelixmonomeren und voll ausgebildeten 
Cetrorelixaggregaten entspricht. Auch hier schwanken die Werte um circa 10 Prozent. 
Allerdings ist schon nach 24 Stunden der Trend des Intensitätsanstiegs klar erkennbar.
In den MALDI-Massenspektren können qualitativ für alle Cetrotide®-Proben 
Cetrorelixmonomere und Dimere detektiert werden (Abbildung 89). Die Signalintensität 
der Dimerenpeaks im Verhältnis zum Monomerenpeak nimmt mit einer längeren Standzeit 
zu. 
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Bei der quantitativen Analyse der Cetrotide®-Proben kann bei Auswertung der 
Intensitätsverhältnisse des internen Standards zum Cetrorelixmonomerenpeak der 
Cetrotide®-Formulierung eine Abnahme der Cetrorelixmonomerenkonzentration über 
die Zeit von 48 Stunden beobachtet werden (Abbildung 90). Der prozentuale Anteil des 
Cetrorelixmonomers an der Cetrotide®-Formulierung über die Zeit ist in Abbildung 91 
dargestellt.
Abbildung 89: MALDI-MS-Massenspektrum einer Cetrotide®-Formulierung mit 
  D-50850 als internen Standard 0,5 Stunden nach Herstellung, 
  Zweischichtpräparation  mit beschleunigter Verdampfung des 
  Lösungsmittels, Matrix DHB 5 mg/ml, AnchorChip®-Target,
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Abbildung 90: Entwicklung der Cetrorelixmonomerenkonzentration der Cetrotide®-
  Formulierung über einen Zeitraum von 48 Stunden nach Herstellung
  der Probe, Quantifizierung mit MALDI-MS
Abbildung 91: Entwicklung des Cetrorelixmonomerenanteils der Cetrotide®-
  Formulierung über einen Zeitraum von 48 Stunden nach Herstellung
  der Probe, Quantifizierung mit MALDI-MS
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3.5 Untersuchungen mit der Quarzmikrowaage 
In Zusammenarbeit mit KICK wurde im Rahmen einer Diplomarbeit die 
Schwingquarzmethode zur Bestimmung der kritischen Aggregatbildungskonzentration 
von Cetrorelix und anderen GnRH-Antagonisten etabliert [Kick, 2007]. Der Vorteil dieser 
Methode besteht darin, dass keine Sonden in das System eingebracht werden müssen. Die 
Bestimmung der kritischen Aggregatbildungskonzentration kann durch die Adsorption 
der Analyten aus der Probenlösung auf die Schwingquarzelektrode erfolgen. Dabei führt 
die Adsorption von Aggregaten zu größeren Resonanzfrequenzänderungen und möglichen 
Dämpfungsänderungen als die entsprechenden Monomere. Dieses unterschiedliche 
Verhalten ermöglicht erst die Bestimmung der kritischen Aggregatbildungskonzentration. 
Für Cetrorelix konnte mit der Quarzmikrowaage als unabhängige Methode die kritische 
Aggregatbildungskonzentration verifiziert werden (Abbildung 92)
Die kritische Aggregatbildungskonzentration wurde durch bilineare Regression der 
Dämpfungsänderung bestimmt. Der Wert beträgt cacCetrorelix = 0,043 mg/ml Cetrorelix in 
10 mM Ammoniumacetat. Bei der Betrachtung über zwei Stunden ist sowohl für die 
Dämpfungs- als auch für die Resonanzfrequenzänderung eine Abhängigkeit von der 
Cetrorelixkonzentration gegeben, die ausgewertet wurde (Abbildung 93). 
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Abbildung 92: Bestimmung der kritischen Aggregatbildungskonzentration von Cetrorelix 
  in 10 mM Ammoniumacetat mit Hilfe der Dämpfungsänderung der 
  QCM-Messung [Kick, 2007]
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Bei den Cetrorelixkonzentrationen von 40 µg/ml und 51 µg/ml sind deutliche Änderungen 
der Dämpfungs- und Resonanzfrequenzwerte zu erkennen. Der Wert für die Dämpfung 
steigt um ca. 540 Hz und die Resonanzfrequenz sinkt um 170 Hz. Diese Werte liegen im 
Bereich der kritischen Aggregatbildungskonzentration.
Neben Cetrorelix wurde auch eine Konzentrationsreihe der verkürzten Cetrorelixsequenz 
D-50848 mit der Quarzmikrowaage untersucht. Da die Änderungen der 
Resonanzfrequenzen nicht zur Bestimmung der cac durch bilineare Regression geeignet 
waren, wurden nur die Dämpfungsänderungen im Vergleich zu Messungen in Luft 
ausgewertet. Die bilineare Regression der Dämpfungswerte lieferte hierbei eine kritische 
Aggregatbildungskonzentration von 42 µg/ml (Abbildung 94). Unter Einbeziehung der 
zeitlichen Verläufe der QCM-Messungen von KICK [Kick, 2007] liegt die cac bei ca. 
50 µg/ml in 10 mM Ammoniumacetat.
Abbildung 93: QCM-Messungen: Dämpfungs- und Resonanzfrequenzänderungen zwei
  Stunden nach der Beladung in Abhängigkeit von der Cetrorelixkonzentration
   in 10mM Ammoniumacetat [Kick, 2007]
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Bei der Untersuchung von Ozarelix konnte neben der schon bekannten kritischen 
Aggregatbildungskonzentration eine zweite cac gefunden werden (Abbildung 95).
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Abbildung 94: Bestimmung der kritischen Aggregatbildungskonzentrationen von 
  D-50848 in 10 mM Ammoniumacetat mit Hilfe der Dämpfungs-
  änderung der QCM-Messung [Kick, 2007]
Abbildung 95: Bestimmung der kritischen Aggregatbildungskonzentrationen von 
  Ozarelix in 10 mM Ammoniumacetat mit Hilfe der Frequenzänderung
  der QCM-Messung [Kick, 2007]
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Die niedrigere Konzentration der cac1 stellt erste Veränderungen im Verhalten der Probe 
dar und liegt bei cac1Ozarelix = 0,115 mg/ml Ozarelix in 10 mM Ammoniumacetat. Die zweite 
ermittelte kritische Aggregatbildungskonzentration wurde mit cac2Ozarelix = 0,178 mg/ml 
ermittelt. Dieser Wert entspricht dem von LANG [Lang, 2005] fluoreszenzspektroskopisch 
bestimmten Wert. Es treten für diesen Wert deutliche Frequenzänderungen auf.
Neben den bisher dargestellten Aggregationsvorgängen ist es auch möglich, die 
Deaggregation mit Hilfe der Quarzmikrowaage sichtbar zu machen. Durch Zugabe 
von 1 µl Eisessig wurde die Desorption und Deaggregation von Ozarelix auf dem 
Schwingquarz erzwungen. Es trat eine sofortige sprunghafte Änderung der Dämpfung 
und der Resonanzfrequenz ein (Abbildung 96).  
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Diese sofortige Deaggregation kann auch schrittweise erzwungen werden, indem 
geringere Mengen an Säure zugegeben werden [Kick, 2007].
Die Quarzmikrowaage bietet neben den hier vorgestellten Untersuchungen zur 
Aggregation die Möglichkeit, Komplexbildungen von Cetrorelix mit anderen Stoffen 
nachzuweisen und quantitativ zu erfassen. Im Rahmen der Diplomarbeit von KICK 
[Kick, 2007] wurde dies unter Anderem an Chitosan, a-Polyglutaminsäure (PGA) und 
Cetrorelix dargestellt. 
Cetrorelix wurde zwischen zwei Schichten PGA komplexiert, welche wiederum von 
zwei Chitosanschichten eingeschlossen waren. Auf der Goldelektrode ergab sich somit 
folgende Schichtabfolge: Chitosan, PGA, Cetrorelix, PGA, Chitosan.
Abbildung 96: Dämpfungs- und Resonanzfrequenzänderung über die Zei, während der 
  Adsorption und Desorption von Ozarelix [Kick, 2007]
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Nach jeder Adsorption wurde der Quarz mit Reinstwasser gespült und mit Druckluft 
getrocknet. Anschließend wurde die Resonanzfrequenz in Luft gemessen (Abbildung 97). 
Die adsorbierte Masse wurde mit der Gleichung 4 aus dem Kapitel 1.2.5 bestimmt.
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Insgesamt ist eine Abnahme der Resonanzfrequenz um 342 Hz zu verzeichnen. Davon 
sind 134 Hz auf die Adsorption von Chitosan, 73 Hz auf die von Cetrorelix und 135 Hz auf 
die von PGA zurückzuführen. Diese Werte entsprechen Massen von ca. 120 ng Chitosan, 
65 ng Cetrorelix und 120 ng PGA. Die entsprechenden Kurven zu den vorgestellten 
QCM-Messungen sind in der Diplomarbeit von KICK [Kick, 2007] zusammengefasst.
Abbildung 97: QCM-Messungen, Resonanzfrequenzänderungen bei der Komplexierung 
  von Cetrorelix mit Chitosan und a-Polyglutaminsäure [Kick, 2007]
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3.6 Dynamische Lichtstreuung zur Einordnung von    
 Aggregatgrößen
Die dynamische Lichtstreuung (DLS) wurde gemeinsam mit KICK im Rahmen einer 
Diplomarbeit experimentell erschlossen und für systematische Untersuchungen der 
Aggregation von Cetrorelix und Ozarelix eingesetzt [Kick, 2007]. Zur Untersuchung 
der Aggregatgrößen wurden Konzentrationen deutlich über der kritischen 
Aggregatbildungskonzentration gewählt. Für Cetrorelix kann bei diesen Messungen keine 
definierte Aggregatgröße bestimmt werden, da keine reproduzierbare Intensitätsverteilung 
erhalten wird (Abbildung 98).
Der Polydispersitätsindex weist einen Wert von 0,587 ± 0,045 auf. Der hydrodynamische 
Durchmesser (Dh),der dem Peak mit der höchsten Intensität zugeordnet ist, variiert 
um 889 ± 192 nm. Dies entspricht einer Abweichung von ± 22 Prozent. Im Gegensatz 
dazu schwankt der Z-gemittelte Durchmesser von 383 ± 23 nm weniger (± 6 %). Die 
Streuintensität der Probe beträgt 1321 ± 91 kHz. Es können anhand der Messungen 
mindestens drei Klassen von Aggregatgrößen abgeleitet werden:
 1) Dh, 1 < 50 nm
 2) 50 nm < Dh, 2 < 200 nm
 3) 400 nm < Dh, 3 < 2 µm.
Abbildung 98: DLS-Messung mit 0,2 mg/ml Cetrorelix in 10 mM Ammoniumacetat 
  [Kick, 2007]
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Da der deaggregierende Einfluss von Säuren auf Cetrorelixaggregate bekannt ist, wurde 
versucht durch Zugabe von Essigsäure eine Deaggregation zu erzwingen (Abbildung 99, 
Tabelle 28).
Bei der dynamischen Lichtstreuung dieser Probe kann eine veränderte Größenverteilung 
beobachtet werden (Abbildung 99). Neben Partikeldurchmesser von ca. 1,8 nm können 
außerdem Anteile von Partikeln mit einem hydrodynamische Durchmesser um 260 
nm bestimmt werden. Es sind jedoch keine Peakmaxima mehr über 300 nm wie in 
10 mM Ammoniumacetatpuffer (Abbildung 98) nachweisbar. 
Dh(Z)
[nm]
PDI Dh
(Peak 1)
[nm]
Dh
(Peak 2)
[nm]
I
[kHz]
Mittelwert 96,26 0,801 1,85 258 141
s 14,89 0,104 0,09 22 47
Analog zu den DLS-Experimenten in Essigsäure wurde Cetrorelix in Salzsäure 
(pH = 0,99) gelöst und durch einen 0,22 µm PES-Filter filtriert.  Es kann wiederholbar 
Abbildung 99: DLS-Messungen mit 1,2 mg/ml Cetrorelix in Essigsäure (pH = 2,83; 
  filtriert durch 0,22 µm PES) [Kick, 2007]
Tabelle 28: DLS-Messungen von 1,2 mg/ml Cetrorelix in Essigsäure (pH = 2,83; 
  filtriert durch 0,22 µm PES); Mittelwerte und Standardabweichungen aus 
  15 Werten, Ergebnisse des hydrodynamischen Durchmessers (Dh), des 
  Polydispersitätsindex (PDI) und der Streuintensität (I)
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ein hydrodynamischer Durchmesser von 2,80 ± 0,05 nm bestimmt werden. Daneben 
sind kleinere Intensitätsanteile von Partikelgrößen um 285 ± 22 nm und 4,08 ± 0,21 µm 
erkennbar (Abbildung 100, Tabelle 29).
Dh(Z)
[nm]
PDI Dh
(Peak 1)
[nm]
Dh
(Peak 2)
[nm]
Dh
(Peak 3)
[nm]
I
[kHz]
Mittelwert 12,01 0,361 2,8 285 4083 317
s 4,53 0,038 0,05 22 211 37
Für Ozarelix in 10 mM Ammoniumacetatpuffer werden bei der dynamischen Lichtstreuung 
mit Cetrorelix vergleichbare Ergebnisse erhalten. Es können mindestens drei Klassen von 
Aggregatgrößen erkannt werden:
 1) Dh, 1 < 50 nm
 2) 100 nm < Dh, 2 < 300 nm
 3) Dh, 3 > 1 µm.
Abbildung 100: DLS-Messungen mit Cetrorelix 5,16 mg/ml in HCl pH = 0,99; 
   filtriert durch 0,22 µm PES [Kick, 2007]
Tabelle 29:  DLS-Messungen von Cetrorelix 5,16 mg/ml in HCl (pH = 0,99;
  filtriert durch 0,22 µm PES); Mittelwerte und Standardabweichungen
   aus 4 Werten; Ergebnisse des hydrodynamischen Durchmessers (Dh),
  des Polydispersitätsindex (PDI) und der Streuintensität (I)
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Analog zu Cetrorelix wurde bei Ozarelix die Deaggregation durch Essigsäure erzwungen. 
Dies wird  erwartungsgemäß auf Grund des geringeren Aggregationspotenzials 
durch eine geringere Essigsäurekonzentration als bei Cetrorelix erreicht. In einer 
2 mg/ml Ozarelixlösung lässt sich reproduzierbar ein hydrodynamischer Durchmesser 
von 1,18 ± 0,05 nm bestimmen (Abbildung 101). 
Die Intensitätsverteilung zeigt zusätzlich einige ungenau bestimmbare Aggregatgrößen 
von 340 ± 79 nm und etwa 3,76 ± 0,28 µm . Dementsprechend wird ein hoher 
Polydispersitätsindex von 0,744 ± 0,229 erhalten.
Analog zu den DLS-Experimenten in Essigsäure wurde Ozarelix in Salzsäure (pH = 0,99) 
gelöst und durch einen 0,22 µm PES-Filter filtriert. Bei der Messung kann reproduzierbar 
ein hydrodynamischer Durchmesser von 2,68 ± 0,12 nm bestimmt werden. Daneben 
sind kleinere Intensitätsanteile von Partikelgrößen um 380 ± 100 nm und 4,31 ± 0,23 µm 
erkennbar (Abbildung 102, Tabelle 30).
Abbildung 101: DLS-Messung 2 mg/ml Ozarelix in 0,1 M Essigsäure 
   [Kick, 2007]
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Dh(Z)
[nm]
PDI Dh
(Peak 1)
[nm]
Dh
(Peak 2)
[nm]
Dh
(Peak 3)
[nm]
I
[kHz]
Mittelwert 4,32 0,241 2,68 379 4310 133
s 1,11 0,044 0,12 96 227 19
Abbildung 102: DLS-Messungen mit 5,08 mg/ml Ozarelix in HCl (pH = 0,99) 
   [Kick, 2007]
Tabelle 30:  Werte aus DLS-Messungen von 5,08 mg/ml Ozarelix in HCl (pH = 0,99),
  Mittelwerte und Standardabweichungen aus 16 Werten;
  Ergebnisse des hydrodynamischen Durchmessers (Dh), des
  Polydispersitätsindex (PDI) und der Streuintensität (I)
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3.7 Transmissionselektronenmikroskopie für die Visualisierung  
 von Aggregatstrukturen
Alle bisher angewandten analytischen Untersuchungsmethoden lieferten Hinweise 
auf eine größere Verteilung bzw. Diversität der Cetrorelix- und Ozarelixaggregate. 
Die Transmissionselektronenmiroskopie (TEM) bietet die Möglichkeit,  einen 
optischen Einblick in den molekularen Bereich der Aggregatbildung zu erhalten. 
Untersucht wurden Cetrorelix und Ozarelixproben sowohl unter- als auch oberhalb 
der fluoreszenzspektroskopisch bestimmten Aggregatbildungskonzentration. Für 
Cetrorelixproben oberhalb der cac zeigt die TEM-Aufnahme ein engmaschiges Netzwerk 
mit kleineren Aggregaten (Abbildung 103).
Außerdem lassen sich größere Aggregate mit Durchmessern von 530 nm bis 1,1 µm 
darstellen (Abbildung 103 links). Die Einzelstränge des Netzwerks haben Durchmesser 
von ca. 20 nm mit kleineren Aggregaten von ca. 30 nm bis 50 nm Durchmesser 
(Abbildung 104). 
Abbildung 103: TEM-Aufnahmen von Cetrorelix 0,5mg/ml in 
   10 mM Ammoniumacetat;
   links: Maßstab 2µm [Kick, 2007]
   rechts: Maßstab 1µm [Kick, 2007]
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Für Cetrorelixkonzentrationen unterhalb der cac lassen sich sphärische Partikel mit 
Durchmessern von ca. 10-15 nm aber keine eindeutigen Netzwerkstrukturen darstellen 
(Abbildung 105).
Die Untersuchungen mit Ozarelix oberhalb der fluoreszenzspektroskopisch bestimmten 
cac zeigen ebenfalls ein engmaschiges Netzwerk mit stellenweise kleineren Aggregaten 
von ca. 20 nm bis 30 nm Durchmesser (Abbildung 106).
Abbildung 104: TEM-Aufnahme von Cetrorelix 0,5 mg/ml in 
   10 mM Ammoniumacetat; Maßstab 200 nm
Abbildung 105: TEM-Aufnahme Cetrorelix 0,025mg/ml in 
   10 mM Ammoniumacetat; Maßstab 200 nm
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Das Verhalten von Ozarelix unterhalb der cac ist mit dem von Cetrorelix vergleichbar. 
Es lassen sich keine Netzwerkstrukturen mehr darstellen, aber vereinzelt sind sphärische 
Partikel nachweisbar.
Abbildung 106: TEM-Aufnahmen von 2,3 mg/ml Ozarelix in 
   10 mM Ammoniumacetat;
   links: Maßstab 500 nm [Kick, 2007]
   rechts: Maßstab 200 nm
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4 Diskussion 
4.1 MALDI-TOF-MS
4.1.1  Entwicklung einer Methode für qualitative MALDI-  
  TOF-MS-Messungen
Die Aggregationsneigung von Cetrorelix und anderen GnRH-Antagonisten wurde in 
früheren Arbeiten ausführlich beschrieben [Lang, 2005; Rattei, 2002]. Bisher konnten für 
diese Peptide nur mit Hilfe der Fluoreszenzspektroskopie Aggregationszahlen bestimmt 
werden [Lang, 2005]. Durch die Etablierung der MALDI-TOF-MS sollten qualitative 
Aussagen über die tatsächliche Aggregatgröße und gegebenenfalls deren Verteilung 
getroffen werden. Insbesondere der Phasenübergang bei der Probenpräparation und 
der Einbau der Analyten in die Matrix kann die zu untersuchenden nicht kovalent 
gebundenen Aggregate der GnRH-Antagonisten beeinflussen oder zerstören. Somit 
musste für die massenspektrometrischen Analysen eine Methode entwickelt werden, die 
es ermöglicht, den Aggregationsstatus der GnRH-Antagonisten nicht zu beeinflussen. 
Von entscheidender Bedeutung sind hierbei sowohl die Matrix mit ihren Eigenschaften 
als auch die Präparationsmethode.
Mit den durchgeführten extrinsischen und intrinsischen Fluoreszenzmessungen 
können prinzipielle Einflüsse der Matrixsubstanzen auf den Aggregationsstatus des 
Modellpeptides Cetrorelix anhand der spektralen Veränderungen getroffen werden. 
Dabei zeigt sich für alle untersuchten Matrices eine zeitliche Abhängigkeit des Einflusses 
auf die Cetrorelixaggregate (Kapitel 3.1.1, Abbildungen 21-32). Es handelt sich somit 
um dynamische Prozesse, die nach dem Untersuchungszeitraum von 35 Minuten noch 
nicht abgeschlossen sind. Eine Verringerung der Zeit, in der die Matrix mit den Analyten 
wechselwirken kann, führt demzufolge immer zu einer geringeren Beeinflussung des 
Aggregationsstatus. Dies muss bei allen MALDI-TOF-MS-Probenpräparationen beachtet 
werden. 
Extrinsisch können bei allen eingesetzten MALDI-Matrices (Kapitel 3.1.1, Abbildungen 
22, 24, 28, 30, 32), außer DHB (Kapitel 3.1.1, Abbildung 26), Cetrorelixaggregate 
innerhalb der untersuchten 35 Minuten nachgewiesen werden. Für DHB  kann auf Grund 
der Quenchingeffekte keine Aussage über den Aggregationsstatus getroffen werden, so 
dass eine Beurteilung der Matrix mit dieser Methode nicht möglich ist. Bei den Messungen 
mit der intrinsischen Fluoreszenzspektroskopie zeigt sich, dass die Bandenstruktur nur 
für DHB und HCCA Cetrorelixmonomere impliziert (Kapitel 3.1.1, Abbildungen 25, 29). 
LANG postuliert für die Änderung der intrinsischen Bandenstruktur  einen Protonentransfer 
vom Tyrosyl-Rest zum Pyridylalanyl-Rest im angeregten Zustand [Lang, 2005].  Die 
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Anwesenheit der Matrixsubstanzen HCCA bzw. DHB, mit ihren sauren Eigenschaften, 
führt wahrscheinlich dazu, dass die Ausbildung der entsprechenden Wasserstoffbrücken 
im Grundzustand gestört bzw. beeinflusst wird.  Somit ist der Protonentransfer der zur 
Änderung der Bandenstruktur führt nicht mehr möglich. Weiterführende Untersuchungen 
zu dieser Fragestellung wurden nicht unternommen, da lediglich Einflüsse abgeschätzt 
werden sollten. Für die Matrixsubstanz HCCA werden zur Beurteilung des Einflusses 
die extrinsischen Fluoreszenzmessergebnisse herangezogen. DHB entzieht sich beiden 
fluoreszenzspektroskopischen Methoden, so dass lediglich eine massenspektrometrische 
Beurteilung stattfinden kann. Alle weiteren fluoreszenzspektroskopisch untersuchten 
Matrixsubstanzen liefern bei beiden Methoden vergleichbare Ergebnisse bezüglich des 
Aggregationsstatus. Somit sollten nach fluoreszenzspektroskopischen Erkenntnissen alle 
Matrices geeignet sein, um die Aggregate der GnRH-Antagonisten massenspektrometrisch 
zu untersuchen, ohne dass es zur vollständigen Zerstörung der Aggregatstrukturen kommt. 
Dabei muss die MALDI-TOF-MS-Probenpräparation einen möglichst kurzen Zeitrahmen 
bis maximal 35 Minuten einnehmen, um den Einfluss auf den Aggregationsstatus 
zu minimieren. Für DHB kann als einzige Matrixsubstanz keine Aussage getroffen 
werden, da durch Quenchingeffekte weder die intrinsischen noch die extrinsischen 
Fluoreszenzmessergebnisse eine Beurteilung der Eignung der Matrix zulassen. Die 
Beurteilung für DHB erfolgt somit ausschließlich über massenspektrometrische 
Untersuchungen.
Die Simulation des Einflusses der Matrixsubstanzen auf den Aggregationsstatus von 
Cetrorelix mit Hilfe der Fluoreszenzspektroskopie spiegelt am nächsten den Einfluss 
bei der Dried Droplet Probenpräparation der MALDI-TOF-MS-Präparationstechniken 
wider. Andere MALDI-TOF-MS typische Präparationsmethoden können auf Grund 
der Verschiedenheit beider Messmethoden nicht simuliert werden. Neben der Wahl der 
Matrixsubstanz hat aber insbesondere die Präparationsmethode einen großen Einfluss 
auf das Ergebnis der MALDI-TOF-MS-Untersuchung [Glückmann & Karas, 1999]. 
Deshalb wurden systematisch die unterschiedlichen Matrixsubstanzen in Kombination 
mit  verschiedenen Präparationsmethoden für die Untersuchung von GnRH-Antagonisten 
am Modellpeptid Cetrorelix getestet (Kapitel 3.1.1, Abbildungen 33-39, Tabelle 11).
Dabei hat sich gezeigt, dass die verschiedenen Präparationsmethoden einen 
unterschiedlichen Einfluss auf den Nachweis größerer oder kleinerer Cetrorelixaggregate 
haben. Es kann die in Abbildung 107 dargestellte prinzipielle Abstufung der MALDI-
TOF-MS-Präparationsmethoden unabhängig von der verwendeten Matrixsubstanz 
getroffen werden.
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Bei der Verwendung der Dried Droplet Methode werden demzufolge die kleinsten 
Aggregate beim Einsatz einer Matrixsubstanz nachgewiesen. Die Ursache dafür liegt im 
Mischen der Matrix- und Analytlösung begründet. Der Mischvorgang führt dazu, dass die 
Matrix mit dem Analyten über einen längeren Zeitraum interagieren kann, was zu einer 
Beeinflussung des Aggregationsstatus führt. Mit dieser Methode lassen sich maximal 
Cetrorelixtrimere mit der Matrix 3-HPA nachweisen (Kapitel 3.1.1, Tabelle 11).
Deshalb wurde versucht, die Zeitspanne in der mögliche Interaktionen auftreten können, 
zu minimieren. Das geschah zum einen durch die Verwendung der Zweischichtpräparation 
und zum anderen durch die Variation der Dried Droplet Methode in Form der Vacuum-
drying Crystallization Methode. 
Bei der Methode der Zweischichtpräparation wird die Zeit der Wechselwirkung minimiert, 
indem  die Matrix und der Analyt nicht vor der Präparation auf das Target gemischt, sondern 
nacheinander aufgetragen werden. Dazu wird als erstes die Matrixlösung auf das Target 
aufgebracht und das Lösungsmittel kann bei Raumtemperatur verdunsten. Anschließend 
wird die Analytlösung auf diesen Spot aufgetragen und das Lösungsmittel verdunstet 
ebenfalls bei Raumtemperatur. Mit dieser Methode werden vergleichbare Ergebnisse 
zur Dried Droplet Methode erzielt. Es können ebenfalls maximal Cetrorelixtrimere mit 
der Matrix 3-HPA von aggregierten Cetrorelixproben nachgewiesen werden (Kapitel 
3.1.1, Tabelle 11). Die Ursache hierfür liegt wahrscheinlich im kompletten Auflösen der 
getrockneten Matrixschicht durch das Lösungsmittel der Analytlösung. Während des 
anschließenden Prozesses der Lösungsmittelverdunstung können Wechselwirkungen der 
Matrix mit den Analyten stattfinden. 
Abbildung 107: Aggregatgröße bei der MALDI-TOF-MS in Abhängigkeit von der 
   MALDI-TOF-MS-Probenpräparation
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Eine Minimierung des Zeitparameters bei der Dried Droplet Methode erreicht man durch 
die beschleunigte Entfernung des Lösungsmittels im Exsikkator durch das Anlegen eines 
Vakuums. Diese Methode wird als Vacuum-drying Crystallization Methode bezeichnet. 
Es lassen sich für die Matrices 3-HPA und Salicylsäure größere Aggregate mit der 
Probenpräparation nach der Vacuum-drying Crystallization größere Aggregate als mit der 
Dried Droplet Methode nachweisen. Mit der Matrix 3-HPA sind Hexamere im Vergleich 
zu Trimeren und mit Salicylsäure Dimere anstatt von Monomeren detektierbar (Kapitel 
3.1.1, Tabelle 11). Mit allen anderen eingesetzten Matrixsubstanzen ließen sich bei der 
Präparation mit der Vacuum-drying Crystallization keine größeren Cetrorelixaggregate im 
Vergleich zu den Proben mit der Dried Droplet Methode erzielen. Dies zeigt, wie schon 
bei den Fluoreszenzmessungen beobachtet wurde, dass die Zeit der Wechselwirkungen 
der Matrixsubstanz und der Analyten minimiert werden muss, um eine geringe 
Beeinflussung des Aggregationsstatus zu erreichen. Eindrucksvoll deutlich wird dies 
bei der weiteren Reduzierung der Zeitkomponente bei der Probenpräparation durch den 
Einsatz der Methode der Zweischichtpräparation mit beschleunigter Verdampfung des 
Lösungsmittels. 
Hierbei wird die Zeitspanne des Kontaktes der Matrix mit den Analyten weiter 
minimiert, indem die Lösungen analog zur Zweischichtpräparation nacheinander 
aufgetragen aber das Lösungsmittel beschleunigt im Exsikkator entzogen wurde. Die 
Zeit für mögliche Wechselwirkungen liegt bei dieser Methode unterhalb einer Minute im 
Vergleich zu circa fünf  bis zehn Minuten bei den übrigen Präparationsmethoden. Unter 
diesen optimierten Bedingungen kann eine deutliche Steigerung der nachgewiesenen 
Cetrorelixaggregatgrößen insbesondere bei den Matrices 3-HPA, DHB und Anthranilsäure 
im Vergleich zu den nachgewiesenen Aggregatgrößen der anderen Präparationsmethoden 
erreicht werden (Kapitel 3.1.1, Tabelle 11).
Beim Vergleich der Ergebnisse der Matrices untereinander zeigt sich, dass große 
Unterschiede zwischen der Größe der nachweisbaren Cetrorelixaggregate vorliegen 
(Kapitel 3.1.1, Tabelle 11).
Die größten Cetrorelixaggregate lassen sich mit den optimierten Präparationsbedingungen 
bei der Zweischichtpräparation mit beschleunigter Verdampfung des Lösungsmittels 
erzielen. Dabei können mit der Matrix 3-HPA Aggregate in Form von Pentadecameren 
nachgewiesen werden (Kapitel 3.1.1, Abbildung 34). DHB (Kapitel 3.1.1, Abbildung  33) 
liefert ebenso wie Anthranilsäure (Kapitel 3.1.1, Abbildung 39) Hexamere. Mit den 
Matrices HCCA (Kapitel 3.1.1, Abbildung 36), Salicylsäure (Kapitel 3.1.1, Abbildung 37) 
und Ferulasäure (Kapitel 3.1.1, Abbildung 38) lassen sich Dimere nachweisen.  
Eine Ursache für die unterschiedlich nachweisbare Aggregatgröße der verschiedenen 
Matrices können in der Anfangsgeschwindigkeit der Matrixsubstanz liegen [Stimson et 
al., 1997]. Es ist bekannt, dass langsame Matrices, die man als „heiße Matrix“ bezeichnet, 
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vermehrt zur Fragmentierung von Analyten im Vergleich zu „kalten Matrices“ mit 
schnellen Anfangsgeschwindigkeiten führen. 
Die Matrices HCCA und Ferulasäure besitzen geringere Anfangsgeschwindigkeiten als 
DHB oder 3-HPA [Glückmann & Karas, 1999]. Somit ist bei der Verwendung von HCCA 
und Ferulasäure ein höherer Energieeintrag auf die Analyten und somit eine stärkere 
Fragmentierung der Analyten zu erwarten, als beim Einsatz von DHB und 3-HPA. Für 
Ferulasäure, die auch in der Komplexbildung mit Cetrorelix eingesetzt wird [Lang, 
2005], lassen sich neben Cetrorelixdimeren spezifische Cetrorelix-Ferulasäure-Addukte 
nachweisen (Kapitel 3.1.1, Abbildung 38).
Für die Matrix HCCA ist aus Untersuchungen an Proteinen mit verschiedenen 
Molekülmassen zusätzlich bekannt, dass die Anfangsgeschwindigkeit der Proteine 
bei der MALDI-TOF-MS mit steigender Molekülmasse signifikant abnimmt [Juhasz 
et al., 1997]. Es konnte eine Abnahme der Anfangsgeschwindigkeit von Bradykinin 
(MH+ = 1060,2) zu a-Lactalbumin (MH+ = 14216,2) um 30 % festgestellt werden [Juhasz 
et al., 1997]. Für die Untersuchung der Aggregate von GnRH-Antagonisten bedeutet 
das, dass die im Vergleich zu anderen Matrices wie DHB oder 3-HPA ohnehin schon 
niedrige Anfangsgeschwindigkeit mit steigender Aggregatgröße noch kleiner wird. Somit 
wird für große Aggregate eine Zerstörung der Aggregatstrukturen wahrscheinlicher. 
Dementsprechend konnten im Massenspektrum auch maximal Cetrorelixdimere detektiert 
werden. Einen Hinweis auf die Zerstörung von Aggregatstrukturen liefert insbesondere 
das Intensitätsverhältnis des Monomeren- und Dimerenpeaks von Cetrorelix bei der 
Verwendung von HCCA als Matrix, ohne das weitere Cetrorelixaggregate nachweisbar 
sind (Kapitel 3.1.1, Abbildung 36). Anhand der gewonnen Erfahrung bei der Verwendung 
der anderen Matrixsubstanzen hätte man bei dieser Intensitätsverteilung mindestens noch 
Trimere bis Tetramere erwartet. Die in der Literatur beschriebenen Eigenschaften von 
HCCA [Glückmann & Karas, 1999] zusammen mit dem im Massenspektrum beobachteten 
Intensitätsverhältnis des Monomeren- und Dimerenpeaks beim Fehlen größerer Aggregate 
lassen somit eine Zerstörung der Aggregatstrukturen beim MALDI-Prozess vermuten. 
Für die Matrix Salicylsäure wird in der Literatur bis jetzt noch keine Anfangs-
geschwindigkeit beim MALDI-Prozess beschrieben. Die Ursache für den Nachweis von 
lediglich Cetrorelixdimeren mit der MALDI-TOF-MS liegt vermutlich in der beobachteten 
schlechten Kokristallisation der Matrixsubstanz und Cetrorelix begründet. Beim 
anschließenden MALDI-Prozess kann die Matrix dann nicht ihre eigentliche Aufgabe 
des Schutzes und des Ionentransfers übernehmen, was zu niedrigen Signalintensitäten 
und dem Nachweis von maximal Dimeren führt. 
Für die Matrix Anthranilsäure wird ebenfalls in der Literatur bis jetzt noch keine 
Anfangsgeschwindigkeit beim MALDI-Prozess beschrieben. Auf Grund der Möglichkeit, 
größere Aggregate als bei der Verwendung mit HCCA und gleich große Aggregate bei der 
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Verwendung von DHB nachweisen zu können, ist anzunehmen, dass Anthranilsäure eine 
„kalte Matrix“ ist, die zu geringen Fragmentierungen führt. 
Sowohl DHB als auch 3-HPA besitzen eine hohe Anfangsgeschwindigkeit und gehören zu 
den kalten Matrices [Glückmann & Karas, 1999], die wenig Fragmentierungen hervorrufen 
und somit qualitative Untersuchungen von Cetrorelix zulassen. In Abbildung 33 
(Kapitel 3.1.1) von Cetrorelix mit DHB als Matrix sind die Massenpeaks der höheren 
Oligomere zu größeren Massen hin stark verbreitert. Dieses Tailing wird durch Addukte 
mit der Matrix verursacht, die im Desorptions-/Ionisationsprozess entstehen. Die Analyten 
werden in einem Cluster aus dem Kristall herausgelöst und es kommt zur Desolvatisierung 
von Matrixmolekülen. Auf Grund der Verbreiterung der Peaks kann man davon ausgehen, 
dass bei diesen Untersuchungen nicht alle Matrixmoleküle vom Analyten entfernt 
wurden. Während der Beschleunigung zerfallen die Moleküle, wobei Neutralteilchen 
verloren gehen und es kommt zu einer statistischen Geschwindigkeitsverteilung durch 
diesen Zerfall. Diese spiegelt sich im Massenspektrum in einem Peaktailing mit größeren 
Massen wider.
Bei Messungen im Reflektormodus sind das Tailing und die höheren Oligomere nicht mehr 
zu erkennen (Kapitel 3.1.1, Abbildung 35). Die Ursache für das Auftreten der scharfen 
einzelnen Peaks ist, dass die Cluster zerfallen und die Analytionen als Peak detektiert 
werden. Das Fehlen der höheren Oligomere im Reflektormodus kann verschiedene 
Ursachen haben. Zum einen ist die Empfindlichkeit in diesem Modus niedriger und die 
geringen Konzentrationen lassen sich nicht mehr nachweisen. Zum anderen können die 
höheren Oligomere auf Grund der längeren Flugzeit weiter destabilisiert werden und im 
Vakuum auf der Flugstrecke zerfallen. Auf Grund des Auftretens von Oligomeren in hoher 
Signalintensität im linearen Messmodus (Kapitel 3.1.1, Abbildung 33) ist der Zerfall der 
Aggregate auf der weiteren Flugstrecke im Reflektorflugrohr wahrscheinlicher. 
Im Vergleich zu DHB konnten mit 3-HPA als Matrix im linearen Modus Oligomere bis 
zum Pentadecamer nachgewiesen werden (Kapitel 3.1.1, Abbildung 34). Dabei weist 
3-HPA ein nicht so starkes Tailing auf wie DHB. GLÜCKMANN & KARAS zeigten 
bei Untersuchungen an Insulin, dass  die hohe Anfangsgeschwindigkeit und der damit 
verbundene Effekt der geringen Fragmentierung für 3-HPA stark durch den Analyten und 
durch die Präparationsbedingungen beeinflusst wird [Glückmann & Karas, 1999]. Auf 
Grund der in dieser Arbeit nachgewiesenen Cetrorelixaggregaten ist davon auszugehen, 
dass die Matrix 3-HPA bei der Anwendung der Zweischichtpräparation mit beschleunigter 
Verdampfung des Lösungsmittels bei der Untersuchung von Cetrorelixaggregaten eine 
hohe Anfangsgeschwindigkeit aufweist und somit eine sanfte Desorption und Ionisation 
gewährleistet.
Auch mit 3-HPA als Matrix lassen sich ebenso wie DHB im Reflektormodus lediglich 
Cetrorelixdimere nachweisen. Da sich mit 3-HPA als Matrix deutlich mehr Oligomere 
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mit höheren Signalintensitäten als  mit DHB nachweisen lassen, legt das den Schluss 
nahe, dass die höheren Aggregate auf der weiteren Flugstrecke im Reflektormodus 
zerfallen. Die Cetrorelixdimere sind wahrscheinlich untereinander stärker gebunden 
oder weisen mehr schwache Wechselwirkungen auf als die höheren Oligomere, was ihre 
Nachweisbarkeit ermöglicht. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass von den massenspektrometrisch untersuchten 
Matrices 3-HPA, DHB und Anthranilsäure die besten Ergebnisse für die Modellsubstanz 
Cetrorelix liefern. Sie ermöglichen eine gute Ionisation mit reproduzierbaren 
Ergebnissen. Es werden keine Matrix-Analyt-Komplexe gebildet. Eine große Rolle für 
den Nachweis von großen Aggregaten spielt die Art der Probenpräparation. Durch die 
Zweischichtprobenpräparation mit der beschleunigten Verdampfung des Lösungsmittels 
wird die Zeit der unerwünschten Wechselwirkungen zwischen der Matrix und den 
Analyten minimiert und insbesondere höhere Aggregate werden der Massenspektrometrie 
zugänglich gemacht. Die Aggregatstrukturen an sich werden nicht nur durch hydrophobe 
Wechselwirkungen stabilisiert, sondern müssen weitere stabilisierende Wechselwirkungen 
aufweisen, da sonst kein Nachweis im Vakuum möglich gewesen wäre. Für qualitative 
Untersuchungen an GnRH-Antagonisten sollte 3-HPA mit der Zweischichtpräparation 
mit beschleunigter Verdampfung des Lösungsmittels eingesetzt werden. Die am häufigsten 
für Peptid und Proteinuntersuchungen eingesetzte Matrix DHB [Hillenkamp & Peter-
Katalinić, 2007] ist als zweite Wahl für die Untersuchungen an GnRH-Antagonisten 
einzusetzen. Eine weitere Alternative bietet die Matrix Anthranilsäure.
4.1.2  MALDI-TOF-MS-Untersuchungen zur kritischen   
  Aggregatbildungskonzentration von Ozarelix, Cetrorelix  
  und Cetrorelixteilsequenzen
Der Vorgang der Cetrorelixaggregation konnte durch LANG [Lang, 2005] anhand 
spektraler Veränderung der intrinsischen und extrinsischen Fluoreszenz nachgewiesen 
werden. Gleichzeitig gelang es, die kritische Aggregatbildungskonzentration (cac) mit 
Hilfe der extrinsischen Fluoreszenzspektroskopie zu bestimmen. Im vorliegenden Kapitel 
wird untersucht, inwieweit sich die fluoreszenzspektroskopischen Ergebnisse mit der für 
Cetrorelix entwickelten MALDI-TOF-MS-Methode verifizieren und erweitern lassen. 
Die Präparation erfolgte sowohl auf ein Edelstahl- als auch auf ein AnchorChip®-Target. 
Der zusätzliche Einsatz des AnchorChip®-Targets erfolgte, da SCHUERENBERG et al. 
in ihren Untersuchungen feststellten, dass mit diesem Target insbesondere niedrigere 
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Analytkonzentrationen nachgewiesen werden können [Schuerenberg et al., 2000]. 
Zurückzuführen ist das auf die Beschichtung des AnchorChip®-Targets (Kapitel 1.2.3.3, 
Abbildungen 14, 15). 
Die MALDI-TOF-MS-Messungen erfolgten auf Grund der höheren Empfindlichkeit 
im linearen Modus. Die schlechtere Auflösung des linearen Modus ist auf Grund der 
ausreichend großen Massendifferenzen der untersuchten Substanzen tolerierbar, da keine 
Überlagerungen im Massenspektrum zu erwarten sind. 
Bei der Auswertung der Ergebnisse zeigt sich, dass für Cetrorelix unabhängig vom 
eingesetzten Target bereits unterhalb der fluoreszenzspektroskopisch ermittelten 
cacCetrorelix Aggregate nachweisbar sind. Aber auch in den fluoreszenzspektroskopischen 
Untersuchungen von LANG [Lang, 2005] können schon unter der kritischen 
Aggregatbildungskonzentration geringe spektrale Veränderungen beobachtet, jedoch 
nicht spezifiziert werden. Erst mit Erreichen einer bestimmten Aggregatgröße kann die 
Sonde bei der extrinsischen Fluoreszenz in die Aggregate eindringen, was eine sprunghafte 
spektrale Veränderung der Sondenfluoreszenz hervorruft. Die Massenspektrometrie hat 
den Vorteil, dass keine zusätzlichen Sonden in das System eingebracht werden müssen, 
sondern die Moleküle selbst detektiert werden. Die Messungen an Cetrorelix zeigen 
im Stadium um die kritische Aggregatbildungskonzentration Cetrorelixdimere. Diese 
Ergebnisse werden sowohl mit der Vacuum-drying Crystallization Methode als auch mit 
der Zweischichtprobenpräparation mit beschleunigter Verdampfung des Lösungsmittels 
erhalten. Allerdings ist wie bei der Methodenentwicklung der MALDI-TOF-MS zu 
beobachten, dass die Zweischichtprobenpräparation mit beschleunigter Verdampfung des 
Lösungsmittels einen geringeren Einfluss auf die nachzuweisenden Aggregate aufweist. 
Dies wird daran deutlich, dass auf dem Edelstahltarget mit dieser Methode  schon bei 
niedrigeren Cetrorelixkonzentrationen Aggregate nachweisbar sind.
Für das AnchorChip®-Target lassen sich unterhalb der cacCetrorelix bei einer 
Cetrorelixkonzentration von cCetrorelix = 0,03 mg/ml mit der Vacuum-drying Crystallization 
Methode Dimere nachweisen. Zusätzlich ist auf diesem Target eine größere Signal-
intensität der Cetrorelixdimerenpeaks mit beiden Präparationsmethoden im Vergleich zum 
Edelstahltarget zu beobachten. Die Ursache hierfür liegt in der hydrophoben Umgebung 
der Spots, der die Analytlösung während des Trocknungsprozesses auf die hydrophilen 
Inseln drängt. Somit wird eine Anreicherung der Analayten auf einer geringeren Fläche 
als beim Edelstahltarget erreicht [Schuerenberg et al., 2000]. Diese Methode wurde 
entwickelt, um niedrige Konzentrationen von Ausgangslösungen bei der MALDI-Analyse 
nachweisen zu können und die Nachweisempfindlichkeit zu erhöhen [Schuerenberg et al., 
2000].  Mit den durchgeführten Untersuchungen und den hier beschriebenen Ergebnissen 
im Vergleich zum Edelstahltarget können diese Eigenschaften des Targets eindeutig 
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bestätigt werden. 
Bei der Methodenentwicklung der MALDI-TOF-MS wurde festgestellt, dass mit 3-HPA 
deutlich größere Cetrorelixaggregate als mit DHB als Matrix nachgewiesen werden 
können (Kapitel 3.1.1, Tabelle 11). Diese Untersuchungen wurden mit aggregierten 
Cetrorelixlösungen mit Peptidkonzentrationen von 1 mg/ml deutlich oberhalb 
der cac durchgeführt. Bei den hier durchgeführten Untersuchungen um die cac in 
Konzentrationsbereichen von 0,001 bis 0,1 mg/ml können für die Matrices 3-HPA und 
DHB keine qualitativen Unterschiede festgestellt werden, sondern sie liefern vergleichbare 
Ergebnisse. 
Der qualitative Unterschied wird erst bei größeren Aggregaten beobachtet, die höhere 
Peptidkonzentrationen erfordern. Die Ursache dieses Verhaltens kann nicht eindeutig 
abgeleitet werden. Es ist möglich, dass beide Matrices einen vergleichbaren Einfluss auf 
den Aggregationsstatus einer Cetrorelixlösung aufweisen, aber 3-HPA deutlich effektiver 
bzw. empfindlicher größere Aggregate beim MALDI-Prozess in die Gasphase überführen 
kann. Beim Vorliegen nur kleinerer Oligomere hätte dieser Unterschied keinen Einfluss 
auf das Messergebnis. Eine andere Möglichkeit besteht darin, dass sich der Einfluss 
der Matrixeigenschaften von DHB und 3-HPA auf den Aggregationsstatus bei kleinen 
Oligomeren nicht so dominierend wie bei großen Aggregaten auswirkt.
Das Fazit dieser Messungen ist, dass für qualitative oder quantitative Untersuchungen von 
Cetrorelix im Konzentrationsbereich um die kritischen Aggregatbildungskonzentration 
sowohl 3-HPA als auch DHB als Matrix geeignet ist. Dabei sollte die 
Zweischichtprobenpräparation mit beschleunigter Verdampfung des Lösungsmittels auf 
dem  AnchorChip®-Target zum Einsatz kommen, um einen geringen Einfluss auf den 
Aggregationsstatus und einen empfindlichen Nachweis von Aggregaten zu gewährleisten.
Der Beginn der Aggregation kann durch diese massenspektrometrische Methode 
eindeutiger einer entsprechenden Hormonkonzentration zugeordnet werden, als es bei 
der Fluoreszenzspektroskopie möglich ist. MALDI-massenspektrometrisch können für 
Cetrorelixkonzentrationen größer gleich 0,03 mg/ml in 10 mM Ammoniumacetatlösung 
eindeutig Aggregate in Form von Dimeren nachgewiesen werden. Dem gegenüber liegt 
der Wert der fluoreszenzspektroskopisch bestimmten cac bei einer Cetrorelixkonzentration 
von 0,042 mg/ml. 
Ausgehend von diesen Erfahrungen wurde die Methode auf weitere GnRH-Antagonisten 
übertragen. Es wurden analoge Untersuchungen mit Konzentrationsreihen von Ozarelix, 
D-50848, D-50849 und D-50850 durchgeführt. Dabei bestand die gleiche Fragestellung 
wie für Cetrorelix. Inwieweit lassen sich die fluoreszenzspektroskopischen Ergebnisse mit 
der MALDI-TOF-MS-Methode verifizieren und qualitative Aussagen zur Aggregatgröße 
um die kritische Aggregatbildungskonzentration zuordnen.
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Auch für Ozarelix ist bereits bei einer Ozarelixkonzentration von 0,16 mg/ml kurz 
unterhalb der fluoreszenzspektroskopisch bestimmten cac (0,17 mg/ml) der Nachweis 
von Aggregaten in Form von Dimeren auf dem Edelstahltarget möglich. Dieser Effekt 
des Dimerennachweises ist auf dem AnchorChip®-Target stärker ausgebildet. Es 
lassen sich schon ab einer Ozarelixkonzentration von 0,15 mg/ml Dimer nachweisen. 
Die Ursache, dass die Nachweisgrenze herabgesetzt wird, liegt hierbei ebenso wie 
bei Cetrorelix im Verdrängen der Analytlösung auf die hydrophilen Inseln durch die 
hydrophobe Umgebung der Spots begründet. Bei den Untersuchungen von Ozarelix kann 
ebenfalls kein qualitativer Unterschied zwischen dem Einsatz der Matrices DHB und 
3-HPA beobachtet werden. Der schon bei den Cetrorelix-Untersuchungen beobachtete 
Einfluss auf den Aggregationsstatus der Vacuum-drying Crystallization Methode kann 
auch bei Ozarelix-Untersuchungen bestätigt werden. Folglich sollten qualitative und 
quantitative Untersuchungen um die kritische Aggregatbildungskonzentration auch 
für Ozarelix mit beiden Matrices auf dem AnchorChip®-Target möglich sein. Als 
Präparationstechnik ist hierbei die Zweischichtprobenpräparation mit beschleunigter 
Verdampfung des Lösungsmittels die Methode der Wahl, die den geringsten Einfluss auf 
den Aggregationsstatus aufweist.
Auf Grund dieser Erfahrungen von Cetrorelix und Ozarelix erfolgten die 
Untersuchungen an den Cetrorelixteilsequenzen D-50848, D-50849 und D-50850 
nur mit der Zweischichtprobenpräparation mit beschleunigter Verdampfung des 
Lösungsmittels auf dem AnchorChip®-Target. Die hier durchgeführten Untersuchungen 
an den Cetrorelixteilsequenzen stellen die ersten Untersuchungen zur kritischen 
Aggregatbildungskonzentration dieser Substanzen dar. Für alle Cetrorelixteilsequenzen 
konnte eine Konzentration für das erstmalige Auftreten in Form von Dimeren nachgewiesen 
werden. Die Konzentrationen lassen sich wie folgt spezifizieren:
D-50848: 0,08 mg/ml in 10 mM Ammoniumacetatlösung
D-50849: 0,05 mg/ml in 10 mM Ammoniumacetatlösung
D-50850: 0,05 mg/ml in 10 mM Ammoniumacetatlösung
Die dabei erhaltenen Konzentrationen für das erstmalige Auftreten von Aggregaten 
sind vergleichbar mit Ergebnissen weiterführender ESI-TOF-MS-Untersuchungen 
(Kapitel 3.3).
Fazit: Mit der MALDI-TOF-MS wurde eine Methode entwickelt, mit der man schnell 
und unabhängig die kritische Aggregatbildungskonzentration dieser GnRH-Antagonisten 
bzw. deren Teilsequenzen bestimmen kann. Dies kann exakter als mit der extrinsischen 
Fluoreszenzspektroskopie erfolgen, da bereits kleine Aggregatstrukturen empfindlich 
nachgewiesen und zugeordnet werden können. Erste fluoreszenzspektroskopisch 
beobachtete spektrale Veränderungen können der Bildung von mindestens Dimeren 
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zugeordnet werden.
4.1.3  Untersuchungen zur Etablierung einer Methode für die  
	 	 Quantifizierung	von	GnRH-Antagonisten
Mit den Erfahrungen der Methodenentwicklung für die Untersuchung von Cetrorelix 
und Ozarelix sollte eine MALDI-TOF-MS-Methode zur Quantifizierung der GnRH-
Antagonisten erarbeitet werden, die Informationen über den Oligomerenanteil in der 
Probe liefert. Die Neigung der MALDI-TOF-MS einfach geladene Ionen zu bilden bietet 
dabei einen signifikanten Vorteil bei der Quantifizierung, insbesondere wenn mehrere 
Analyten in einer Probe enthalten sind [Duncan et al., 2008]. 
Allerdings muss man beachten, dass die MALDI-TOF-MS große Schwankungen 
bezüglich des Rauschens, der Basisline und der Peakintensität aufweist. Dies gilt sowohl 
innerhalb der Probe bei aufeinander folgenden Laserbeschüssen auf derselben Stelle (shot 
to shot) und bei verschiedenen Stellen eines Targetspots (point to point) als auch bei 
identischen Proben mehrerer Präparationen auf verschiedenen Targetspots oder Targets 
(sample to sample). Hauptverursacher dieser Variabilität ist der heterogene Einbau des 
Analyten in den cokristallisierten Matrix-Analyt-Cluster. Daneben können Fluktationen 
der Laserleistung oder des Ansprechverhaltens des Detektors zu Abweichungen führen. 
All die beschriebenen Schwankungen können zumindest zum Teil durch die Aufnahme 
und Aufsummierung vieler Spektren auf verschiedenen Stellen des Spots und des Targets 
verkleinert werden. 
Weitere Möglichkeiten, die Schwankungen zu minimieren, liegen in der Homogenisierung 
der Probe. Dies kann zum Beispiel durch das vorherige Mischen der Matrix- und 
Analytlösung erreicht werden [Duncan et al., 2008]. Bei der Methodenentwicklung in 
Kapitel 3.1.1 zeigte sich, dass ein vorheriges Mischen der beiden Lösungen zu einer 
Beeinflussung des Aggregtionsstatus der GnRH-Antagonisten führt. Aus diesem Grund 
kann dieser Ansatz für eine Quantifizierung nicht weiter verfolgt werden. 
Eine weitere Möglichkeit, die Probenhomogenität zu erhöhen, liegt in der Reduzierung 
der Kristallisationszeit. Eine schnellere Kristallisation führt zu kleineren Kristallen und 
einem homogeneren Einbau der Analyten in das Kristallgitter [Duncan et al., 2008]. Die 
für GnRH-Antagonisten etablierte Methode für qualitative Untersuchungen nutzt eben 
diesen Effekt der schnelleren Kristallisation durch die Entfernung des Lösungsmittels im 
Vakuum und muss auch bei quantitativen Untersuchungen Anwendung finden. 
Die bisher beschriebenen Möglichkeiten, die Schwankungen, insbesondere der 
Signalintensität, zu minimieren, sind nicht ausreichend, um eine absolute Quantifizierung 
direkt mit der Signalintensität durchzuführen. Es ist die Zugabe eines internen Standards 
notwendig. Für die Untersuchung der GnRH-Antagonisten und deren Aggregaten werden 
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folgende Kriterien an den internen Standard gestellt:
 -  chemische Ähnlichkeit zum Analyten für eine vergleichbare Ionisation und 
    Extraktion; z.B. ein Strukturanalogon
 -  keine Wechselwirkungen mit dem Analyten
 -  Peaks müssen komplett aufgelöst sein, d.h. es darf zu keiner Überlagerung 
    kommen
 -  chemische Stabilität während der Analyse  
 -  nah an der Masse des Analyten und in dessen Konzentrationsbereich, 
    um instrumentelle Fehler zu vermeiden. 
Als potentielle interne Standards wurden Substanzen ausgewählt, die eine chemische 
Ähnlichkeit zum Analyten Cetrorelix aufweisen (Kapitel 3.1.3, Tabelle 16).
Bei der Aufstellung der Kalibrierkurve mit Teverelix als interner Standard wird 
zwar ein Korrelationskoeffizient von R² = 0,98 erhalten, wobei aber eine sehr große 
Standardabweichung der einzelnen Messwerte zu verzeichnen ist (Kapitel 3.1.3, 
Abbildung 40). Dies führt zu einem großen Wert der relativen Standardabweichung 
der Kurve. Die Ursache dieser Streuung liegt in der zu geringen Massendifferenz 
von Cetrorelix und Teverelix, welche nur 28 Da beträgt. Im Massenspektrum lässt 
sich die Überlagerung des Natriumpeaks von Cetrorelix mit dem Teverelixpeak 
beobachten (Kapitel 3.1.3, Abbildung 41). Möglich wird diese Überlagerung durch die 
Isotopenverteilung der Peaks. Mit steigender Cetrorelixkonzentration nimmt die Intensität 
des Cetrorelix-Natriumadduktpeaks zu und führt zu einer stärkeren Überlagerung des 
Teverelixpeaks. Dementsprechend kann bei hohen Cetrorelixkonzentrationen ein großer 
Fehler des Intensitätsverhältnisses von Cetrorelix/Teverelix beobachtet werden (Kapitel 
3.1.3, Abbildung 40). Der relative Fehler beträgt bei hohen Cetrorelixkonzentrationen 
64 Prozent. Gleiches wird bei der Auswertung des Peakflächenverhältnisses beobachtet. 
Teverelix kann deshalb nicht über den gesamten Konzentrationsbereich als interner 
Standard für Cetrorelixquantifizierungen eingesetzt werden. Die Verwendung in 
unteren Konzentrationsbereichen von Cetrorelix ist möglich, müsste aber mit weiteren 
Messpunkten abgesichert werden. 
Bei Zugabe von DG-420099 als internen Standard wurde eine gesteigerte Aggregation 
von Cetrorelix und die Komplexbildung von DG-420099 mit Cetrorelix beobachtet 
(Kapitel 3.1.3, Abbildung 42). DG-420099 ist eine teilgeschützte Cetrorelixsequenz 
(Kapitel 3.1.3, Tabelle 16). Durch das Vorhandensein einer Tertiärbutylgruppe am Serin 
und am Tyrosin weist diese Substanz einen hydrophoberen Charakter als Cetrorelix 
auf. In thermodynamischen Untersuchungen mit der isothermen Titrationskalorimetrie 
konnte EICHLER [Eichler, 2007] feststellen, dass hydrophobe Wechselwirkungen bei 
Temperaturen unterhalb 25°C die dominierenden Wechselwirkungen bei Cetrorelix sind, 
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die zur Aggregation führen. Das Einbringen dieser Substanz mit ihren hydrophoben 
Eigenschaften induziert die gesteigerte Aggregation von Cetrorelix. Cetrorelixdimere 
können dabei schon ab einer Cetrorelixkonzentration von 0,001 mg/ml nachgewiesen 
werden. Des Weiteren bildet DG-420099 Komplexe mit Cetrorelix, bestehend aus jeweils 
einem Anteil Cetrorelix und DG-420099. Aggregate aus DG-420099-Molekülen konnten 
bei diesen Untersuchungen nicht nachgewiesen werden. DG-420099 erfüllt auf Grund der 
Wechselwirkungen mit dem Analyten nicht die Anforderung an einen internen Standard.
D-50848 und D-50849 sind verkürzte Cetrorelixsequenzen, bestehend aus den ersten 
vier bzw. sechs Aminosäuren von Cetrorelix (Kapitel 3.1.3, Tabelle 14). Bei D-50848 
führen Überlagerungen, verursacht sowohl durch den Memory Effekt, der nicht 
reproduzierbar ist, als auch Signalpeaks von Matrixclustern zu einer Beeinflussung 
des D-50848-Peaks (Kapitel 3.1.3, Abbildung 43). Auf Grund der Überlagerung des 
D-50848-Peaks durch den Untergrund ist keine befriedigende Korrelation des Intensitäts- 
bzw. Peakflächenverhältnisses  von Cetrorelix/D-50848 und der Cetrorelixkonzentration 
gegeben (Kapitel 3.1.3, Abbildung 44).
Bei dem Einsatz von D-50849 als interner Standard kann zwar keine Überlagerung 
oder Wechselwirkung von Peaks beobachtet werden (Kapitel 3.1.3, Abbildung 45), aber 
auch für D-50849 ist keine ausreichende Abhängigkeit des Intensitätsverhältnisses von 
Cetrorelix/D-50849 gegeben. Somit kann auch mit dieser verkürzten Cetrorelixsequenz 
keine befriedigende Kalibrierung durchgeführt werden (Kapitel 3.1.3, Abbildung 46). 
Demgegenüber erfüllt D-50850 alle Anforderungen, die an einen internen Standard 
gestellt werden. Es kann eine erfolgreiche Kalibrierung mit D-50850 durchgeführt 
werden (Kapitel 3.1.3, Abbildung 48). Bedeutend für die Erstellung der Kalibrierkurve 
war insbesondere die Entwicklung einer Aufnahmeprozedur für die zu untersuchenden 
Peptidhormone, da sich bei den massenspektrometrischen Untersuchungen zeigte, 
dass insbesondere die Signalintensität starke Unterschiede bei mehrmaligem Beschuss 
eines Probenpunktes aufwies. Aus diesem Grund wurde das Signalverhalten sowohl 
des Analyten als auch des internen Standards und deren Verhältnis über die Anzahl der 
Laserschüsse analysiert (Kapitel 3.1.3, Abbildung 49). 
Die größere relative Standardabweichung der ersten 20 Laserbeschüsse bei den 
Stabilitätsuntersuchungen unter Verwendung der Matrix DHB lässt sich durch 
Kontaminationen an der Probenoberfläche erklären, welche zu Abweichungen im 
Verhältnis des Analyten und des internen Standards führen. Die darauf folgenden 
50 Laserbeschüsse weisen stabile Werte, verbunden mit einer stabil niedrigen 
Standardabweichung, auf. Das wiederholte Ansteigen der relativen Standardabweichung 
nach 70 Laserbeschüssen wird durch den Verbrauch des Probenmaterials und der damit 
verbundenen Verschlechterung des Signal-Rausch-Verhältnisses verursacht. Aus den 
statistischen Untersuchungen einzelner Probenspots ergeben sich für DHB folgende 
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Richtlinien für die Erstellung der Kalibrierkurve und die Quantifizierung:
 1. Die ersten 20 Massenspektren werden verworfen.
 2. Die darauf folgenden 50 Massenspektren werden aufsummiert. 
 3. Punkt 1 und 2 wird an sechs Orten des Probenspots durchgeführt, so dass für 
     die Quantifizierung 300 Massenspektren akkumuliert werden. 
 4. Wechsel des Probenspots und Wiederholung der Punkte 1-3, solange bis 3 
     Summenspektren mit je 300 Massenspektren für jede für die Kalibriergerade 
     eingesetzte Konzentration vorliegen.
Die Anwendung dieser Prozedur ermöglicht es, für die Erstellung der Kalibrierkurve 
Massenspektren mit stabilen Signalen und einer geringen relativen Standardabweichung 
aufzusummieren. Damit wird der Fehler so gering wie möglich gehalten und eine 
erfolgreiche Quantifizierung kann anschließend durchgeführt werden.
Für die Matrix 3-HPA ergibt sich eine andere Prozedur, da bei Verwendung dieser Matrix 
eine geringere Signalstabilität beobachtet wird (Kapitel 3.1.3, Abbildung 50). Aus den 
statistischen Untersuchungen einzelner Probenspots ergeben sich für 3-HPA folgende 
Richtlinien für die Erstellung der Kalibrierkurve und die Quantifizierung:
 1. Die ersten 30 Massenspektren werden verworfen.
 2. Die darauf folgenden 30 Massenspektren werden aufsummiert. 
 3. Punkt 1 und 2 wird an zehn Orten des Probenspots durchgeführt, so dass für die 
     Quantifizierung 300 Massenspektren akkumuliert werden. 
 4. Wechsel des Probenspots und Wiederholung der Punkte 1-3, solange bis 3 
    Summenspektren mit je 300 Massenspektren für jede für die Kalibriergerade 
    eingesetzte Konzentration vorliegen.
Das Verhalten der geringeren Signalstabilität bei der Verwendung von 3-HPA liegt in 
den Eigenschaften der Matrixsubstanz begründet. 3-HPA zeichnet sich als kalte Matrix 
mit einer hohen Anfangsgeschwindigkeit beim MALDI-Prozess aus [Juhasz et al., 1997], 
wodurch geringe Fragmentierungen hervorgerufen werden. Eine weitere Eigenschaft 
ist die Ausbildung einer rauen Oberfläche [Juhasz et al., 1997] mit sogenannten „good“ 
und „bad“ Spots [Glückmann & Karas, 1999]. Die „good“ Spots sind Stellen innerhalb 
einer Präparation, die sich im Vergleich zu den „bad“ Spots derselben Präparation 
durch ein besonders gutes Signal-zu-Rausch-Verhältnis und eine gute shot to shot 
Reproduzierbarkeit auszeichnen. Das Auftreten dieser „good“ und „bad“ Spots innerhalb 
einer Präparation führt bei der Aufsummierung von Massenspektren zwangsläufig 
zu einer geringeren Signalstabilität. Die Matrix DHB ist im Gegensatz dafür bekannt 
reproduzierbar Proben mit einer einheitlichen Oberfläche zu schaffen, die keine „good“ 
und „bad“ Spots innerhalb einer Probe aufweisen [Glückmann & Karas, 1999]. Damit 
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lassen sich auch die Unterschiede in der Signalstabilität bei der Verwendung der beiden 
Matrices erklären. Da für die Quantifizierung von Cetrorelix ein möglichst kleiner Fehler 
angestrebt wird, sollte die Präparation auf DHB durchgeführt werden.
NICOLA et al. konnten bei der Quantifizierung von Angiotensin II mit 1-SAR-8-Ile 
Angiotensin II als internen Standard [Nicola et al., 1995] ähnliche Beobachtungen der 
Signalstabilität machen. Auch diese Untersuchungen waren davon geprägt, dass die 
Verunreinigung der Probenoberfläche zu größeren Standardabweichungen der ersten 
Laserbeschüsse führte. Darauf folgte ebenso eine definierte Anzahl von Laserbeschüssen, 
die stabile Signale mit niedriger Standardabweichung aufwiesen, bevor die Signalintensität 
signifikant abnahm und somit zu einer hohen Standardabweichung auf Grund des 
verbrauchten Analyten führte.
Nach der Aufnahme der Massenspektren mit der entsprechenden Aufnahmeprozedur 
erfolgt die Erstellung der Kalibriergerade. Die Konzentration des internen Standards wird 
in den Proben konstant gehalten, während die Cetrorelixkonzentration variiert. Die daraus 
resultierende Änderung des Konzentrationsverhältnisses von Cetrorelix zu D-50850 
führt zu Änderungen der Signalintensitäten beider Substanzen im Massenspektrum 
(Abbildung 108). 
Die im Massenspektrum farblich unterlegten Peaks stellen die protonierten Spezies 
von Cetrorelix (rot) und D-50850 (blau) dar, die für die Erstellung der Kalibrierkurve 
verwendet werden. Daneben sind jeweils noch die kationisierten Spezies (M+Na+ und 
M+K+) von Cetrorelix und D-50850 mit einer Differenz von m/z = 22 für Natrium und 
m/z = 40 für Kalium zum entsprechenden protonierten Peptidpeaks nachweisbar. Das 
beobachtete Signalverhältnis von Cetrorelix und D-50850 wird für die Erstellung der 
Kalibriergerade herangezogen (Kapitel 3.1.3, Abbildung 48).
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Für den Einsatz von D-50850 als interner Standard mit der Verwendung von DHB 
als Matrix wird eine sehr gute Korrelation zur Cetrorelixkonzentration erzielt. Diese 
in den Untersuchungen erhaltenen Ergebnisse sind vergleichbar mit in der Literatur 
Abbildung 108: Massenspektren von Cetrorelix mit D-50850 (c=0,013 mg/ml) als 
   internen Standard mit unterschiedlichen Cetrorelixkonzentrationen
   A: cCetrorelix = 0,025 mg/ml; B:cCetrorelix = 0,01 mg/ml; 
   C:cCetrorelix = 0,005 mg/ml; D: cCetrorelix = 0,001 mg/ml; 
   E: cCetrorelix = 0,0005 mg/ml; 
   AnchorChip®-Target, Matrix DHB 5 mg/ml, Zweischicht-
   präparation mit beschleunigter Verdampfung des Lösungsmittels
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veröffentlichten Untersuchungen, wie der Quantifizierung von Cyclosporin A 
[Gusev et al., 1996; Muddiman et al., 1994], der Quantifizierung von Angiotensin II 
[Nicola et al., 1995], der Quantifizierung von met-rGH [Bucknall et al., 2002] oder der 
Quantifizierung von Troponin T [Bizzarri et al., 2008]. 
Mit der hier entwickelte Methode besteht für Cetrorelix erstmals die Möglichkeit, den 
Aggregatanteil einer Probe zu bestimmen. Die Quantifizierung einzelner verschiedener 
Oligomere ist dabei nicht möglich, da sich diese dynamisch verhalten und ineinander 
umwandeln können. Somit kann keine Kalibrierung für einzelne Aggregate durchgeführt 
werden. Für die Kalibrierung wird immer der Monomerenpeak herangezogen.  Über die 
Abnahme der Monomerenkonzentration im Vergleich zur Gesamtkonzentration kann 
indirekt der summarische Anteil der Aggregate bestimmt werden. Dies ist vor allem 
für pharmakologische Fragestellungen bedeutend. Ein entsprechendes Beispiel und die 
Anwendung dieser Methode wird in Kapitel 3.4 beschrieben. 
Ausgehend von den Erfahrungen von Cetrorelix wurde der Versuch unternommen, 
die entwickelte Methode der Kalibrierung mit D-50850 als internen Standard auf den 
GnRH-Antagonisten Ozarelix zu übertragen. Bei der Untersuchung der Signalstabilität 
von Ozarelix und D-50850 und dessen Verhältnis zeigt sich ein vergleichbares Verhalten 
wie beim Einsatz von Cetrorelix (Kapitel 3.1.3, Abbildung 52; Anhang, Abbildung 116). 
Somit können die Richtlinien für die Erstellung  der Kalibrierkurve mit den verschiedenen 
Matrices auch für Ozarelix eingesetzt werden. Die Erstellung der Kalibrierkurve erfolgt 
unter Einbeziehung der Signalintensitäten bzw. Peakflächen von Ozarelix und D-50850 
(Kapitel 3.1.3, Abbildung 53). Bei der Erstellung der Kalibrierkurve werden vergleichbare 
Ergebnisse zu Cetrorelix erhalten, wobei ein etwas höherer Fehler beobachtet wird. Die 
relative Standardabweichung der Kurve für die Signalintensität beträgt 5,8 Prozent 
bei einem Korrelationskoeffizienten von 0,97. Der Fehler der sample to sample 
Reproduzierbarkeit liegt zwischen vier bis neun Prozent mit einem mittleren Fehler von 
6,3 Prozent. Der Gesamtfehler dieser Messung ist somit zwar höher als für Cetrorelix, 
aber liegt immer noch unter 10 Prozent. Einzelne Ozarelixkonzentrationen  können mit 
einem maximalen Fehler von 8,6 Prozent bestimmt werden. Diese Messungen zeigen, 
dass D-50850 als interner Standard auch für die Kalibrierung von Ozarelix sehr gut 
geeignet ist. Somit wurde die für Cetrorelix entwickelte Methode für die Quantifizierung 
des Monomeren- bzw. Oligmerenanteils erfolgreich auf Ozarelix als weiteren GnRH-
Antagonisten übertragen.
In einer der ersten Veröffentlichungen auf dem Gebiet der Quantifizierung konnten 
DUNCAN et al.[Duncan et al., 1993] zeigen, dass neben isotopenmarkierten Peptiden 
auch ein Strukturanalogon als interner Standard für die Quantifizierung von Peptiden 
eingesetzt werden kann. Mit den hier durchgeführten Messungen konnte gezeigt werden, 
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dass auch Cetrorelix und Ozarelix mit dem Peptidanalogon D-50850 als internen Standard 
quantifiziert werden können. Die in dieser Arbeit erhaltenen Korrelationskoeffizienten 
und Standardabweichungen für Cetrorelix sind mit quantitativen Untersuchungen für 
biomedizinische Anwendungen [Bucknall et al., 2002] vergleichbar . 
4.1.4  Qualitative MALDI-TOF-MS-Untersuchung von   
  Aggregaten der GnRH-Antagonisten aus hoch-  
  konzentrierten Lösungen
Bei der MALDI-TOF-MS-Analyse von Proben mit hohen Peptidkonzentrationen 
(c > 2 mg/ml) von GnRH-Antagonisten wurde die Laserenergie über das makroskopisch 
sichtbare Netzwerk (Kapitel 3.1.4, Abbildung 54) als Photonen mit blauem Licht abge-
führt. Als Resultat davon konnten im Massenspektrum nur Monomere der entsprechenden 
GnRH-Antagonisten nachgewiesen werden, obwohl es sich um hochaggregierte Systeme 
handelt. 
Die Ursache für die Ausbildung der netzartigen Strukturen liegt im allgemeinen Verhalten 
der GnRH-Antagonisten Cetrorelix, Teverelix und Ozarelix begründet. Für Cetrorelix und 
Ozarelix konnte mittels Transmissionselektronenmikroskopie gezeigt werden, dass es schon 
bei geringen Konzentrationen, oberhalb der kritischen Aggregatbildungskonzentration 
zur Ausbildung von Netzstrukturen kommt (Kapitel 3.7, Abbildungen 103, 104, 106). 
Abbildung 54 (Kapitel 3.1.4) zeigt, dass diese Netzwerkstrukturen bei entsprechend 
hoher Konzentration auch lichtmikroskopisch nachweisbar sind.
Durch die Ausbildung der Gel- bzw. Netzstrukturen ist eine Durchmischung der 
Analytsubstanzen bei der Zweischichtprobenpräparation sowohl mit als auch ohne 
beschleunigte Verdampfung des Lösungsmittels nicht mehr gewährleistet, so dass die 
Matrix ihre Aufgaben nicht mehr erfüllen kann. Die Probenpräparation mit der Dried 
Droplet oder Vacuum-drying Crystallization Methode wiederum würde zur Zerstörung 
der Aggregatstrukturen führen. 
Eine direkte qualitative Analyse von GnRH-Antagonisten-Proben mit sehr hohen 
Peptidkonzentrationen, die in medizinischen Formulierungen Anwendung (c >10 mg/
ml) finden, ist mit Standardpräparationsprotokollen nicht möglich. Ein alternativer 
Ansatzpunkt für die Lösung dieses Problems könnte der Einsatz einer Feststoffpräparation 
für MALDI-TOF-MS-Analyse sein. Diese Fragestellung wird in Kapitel 3.1.5 im 
Ergebnisteil sowie dem dazugehörigen Diskussionsteil (Kapitel 4.1.5) näher untersucht 
und dessen Einsatzmöglichkeit diskutiert.
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4.1.5  Etablierung der Feststoffpräparation
Zur Einführung der Methode wurde untersucht, in welchem Präparationsrahmen 
von Matrix-Analyt-Verhältnissen MALDI-TOF-MS-Messungen möglich sind. Die 
Untersuchungen zeigten im Bereich von 500:1 bis 10 000:1 eine große Toleranz 
gegenüber unterschiedlichen Matrix-Analyt-Verhältnissen, bei denen keine Unterschiede 
in den Spektren beobachtet werden. Für die Untersuchung der GnRH-Antagonisten steht 
somit ein breiter Präparationsrahmen zur Verfügung. Diese Ergebnisse sind vergleichbar 
mit Untersuchungen an Polymeren mit Matrix-Analyt-Verhältnissen von 50:1 bis 5000:1, 
bei denen mit den unterschiedlichen Matrix-Analyt-Verhältnissen keine wesentlichen 
Unterschiede in den Massenspektren detektiert werden können [Trimpin, 2002]. Im 
Vergleich zur standardmäßig angewandten lösungsmittelbasierten Probenpräparation, wie 
zum Beispiel der Dried Droplet oder Zweischichtpräparation, ist die Feststoffpräparation 
somit deutlich toleranter gegenüber unterschiedlichen Matrix-Analyt-Verhältnissen.
Die Etablierung der Methode erfolgte an den vom Hersteller gelieferten Cetrorelix-
Peptidchargen, ohne weitere Vorbehandlung. Dabei ist zu beobachten, dass während 
der Messung die Cetrorelixaggregatsignale zum Teil unterdrückt wurden. Dies ist ein 
typisches Phänomen der MALDI-TOF-MS. Analyten, die in hoher Konzentration 
vorliegen, können die Signale anderer Analyten mit niedrigeren Konzentrationen 
unterdrücken. Durch sekundäre Reaktionen in der expandierenden Materiewolke findet 
der Protonentransfer auf die Analytmoleküle statt. Substanzen die in einem großen 
Überschuss vorliegen werden mit größerer Wahrscheinlichkeit durch solche Reaktionen 
ionisiert als Substanzen, die nur in geringen Mengen vorliegen. Ist es möglich die im 
Überschuss vorliegenden Moleküle zumindest zum Teil zu extrahieren, so könnte man 
die in geringeren Konzentrationen vorliegenden Substanzen nachweisen.
Mit der Änderung des Parameters der Matrix Deflection ist genau dies möglich. Es wird 
kurzzeitig ein elektrisches Feld in der Ionenquelle angelegt. Dies führt dazu, dass ein Teil 
der Ionen extrahiert wird und diese nicht in den Analysator des Massenspektrometers 
überführt werden können (Abbildung 109).
Die Matrix Deflection dient im eigentlichen Sinne der Ausblendung der Matrixsignale 
und der Verringerung von Sättigungseffekten des Detektors bei der MALDI-Messung. Da 
die Pulslänge der angelegten Spannung mit der eingegeben Masse korreliert, lassen sich 
durch die Erhöhung dieses Wertes Moleküle mit größeren Molekülmassen teilweise bis 
vollständig ausblenden. 
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Trotz der gegebenen Korrelation führt die Erhöhung des Matrix Deflection-Wertes auf 
3000 bzw. 5000 Da nicht wie erhofft zur tatsächlichen Unterdrückung aller Signale bis 
zum eingegebenen Wert. Aber es wird die Unterdrückung des Cetrorelixmonomerenpeaks 
ermöglicht. Gleichzeitig ist eine deutliche Steigerung der Signalintensitäten der 
Cetrorelixoligomere zu beobachten, so dass bei einem Matrix Deflection-Wert von 
5000 Da Oligomere bis zum Heptamer nachgewiesen werden können (Kapitel 3.1.5, 
Abbildung 57). Im Vergleich dazu können unter Standardmessbedingungen mit einem 
Matrix Deflection Wert von 400 Da nur Oligomere bis zum Pentamer detektiert werden 
(Kapitel 3.1.5, Abbildung 55). Dabei ändern sich auch die Verhältnisse der Peaks 
untereinander.
Durch die Erzeugung eines impulsartigen elektrischen Feldes wird ein Teil der Ionen 
mit niedriger Molekülmasse extrahiert, so dass die Anzahl der Ionen mit niedriger 
Molekülmasse abnimmt. Demzufolge befinden sich nach dem Spannungsimpuls 
weniger Cetrorelixmonomere in der Materiewolke als vor dem Impuls. Die tatsächliche 
Anzahl der Moleküle mit großer Molekülmasse ändert sich nicht. Somit befinden sich 
verhältnismäßig mehr Moleküle mit hoher Molekülmasse in der Materiewolke als vor 
dem Spannungsimpuls. Durch die Änderung der Verhältnisse in der Materiewolke steigt 
die statistische Wahrscheinlichkeit der Ionisation von Molekülen mit hoher Molekülmasse 
an. Das führt dazu, dass vermehrt größere Oligomere detektiert werden können. Die 
Suppressionseffekte durch das Monomer können somit zum Teil aufgehoben werden 
und reproduzierbar größere Cetrorelixaggregate nachgewiesen werden. Die Anwendung 
der Feststoffpräparation bietet somit die Möglichkeit, den Aggregationsstatus von 
Cetrorelixproben MALDI-massenspektrometrisch zu untersuchen.
Abbildung 109: Schematische Darstellung des Matrix Deflection Prozesses
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Aus pharmazeutischer Sicht ist es notwendig, Informationen über den Aggregationsstatus 
der zu applizierenden GnRH-Antagonisten zu erlangen. Darum wurde versucht, Proben 
von GnRH-Antagonisten mit hohen Peptidkonzentrationen (c > 2 mg/ml) mit einer 
lösungsmittelbasierten Präparation der Zweischichtpräparation mit beschleunigter 
Verdampfung des Lösungsmittels der MALDI-TOF-MS zugänglich zu machen (Kapitel 
3.1.4). Auf Grund der Eigenschaft der Peptidhormone, netzwerkartige Strukturen 
auszubilden (Kapitel 3.1.4, Abbildung 54), führte dieser Versuch nicht zum Erfolg. Das ist 
der Ansatzpunkt für die feststoffbasierte Probenpräparation. Mit der Feststoffpräparation 
soll eine Methode zur Untersuchung hoher Peptidkonzentrationen (c > 2 mg/ml) 
geschaffen werden, die Aussagen über den Aggregationsstatus zulässt.
Dazu mussten als erstes die Parameter der Probenbehandlung untersucht und angepasst 
werden, so dass keine Beeinflussung des Aggregationsstatus stattfindet. Dies geschah 
an Cetrorelixkonzentrationsreihen oberhalb, unterhalb und bei der bekannten kritischen 
Aggregatbildungskonzentration. 
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigten (Kapitel 3.1.5, Tabelle 17), dass beim 
Einfrieren der Proben bei -32°C auch unterhalb der massenspektrometrisch bestimmten 
Konzentration für das erstmalige Auftreten von Aggregaten (cCetrorelix = 0,03 mg/ml) 
Cetrorelixaggregate nachgewiesen werden. Auf Grund des relativ großen Volumens an 
Probenlösung ist der Einfrierprozess zu langsam und führt zur Bildung von Aggregaten. 
Geringere Volumen können insbesondere bei den niedrigen Konzentrationen nicht 
gewählt werden, da nach der Lyophilisation der Feststoff in ausreichender Menge noch 
auf das Target präpariert werden muss.
Beim Einfrieren der Proben bei -80°C, mit anschließender Lyophilisation und MALDI-
massenspektrometrischer Analyse können Aggregate ab einer Konzentration von 
cCetrorelix = 0,03 mg/ml nachgewiesen werden. Dies entspricht dem Wert, der MALDI-
massenspektrometrisch für das erste Auftreten von Cetrorelixaggregaten gefunden wurde.
Es findet somit keine Beeinflussung des Aggregationsstatus der untersuchten Proben statt. 
Auch mit der feststoffbasierten Probenpräparation mit anschließender MALDI-TOF-MS-
Analyse konnte die kritische Aggregatbildungskonzentration für Cetrorelix verifiziert 
werden. Aus den durchgeführten Untersuchungen ergeben sich folgende Richtlinien 
für die Untersuchung hoher Konzentrationen von GnRH-Antagonisten mit Hilfe der 
MALDI-TOF-MS:
 1. 7 Tage Standzeit der Probe
 2. Einfrieren der Probe bei -80°C
 3. Lyophilisation der gefrorenen Probe
 4. Feststoffpräparation mit DHB oder 3-HPA in einem Matrix-Analyt-Verhältnis 
     von 500:1 bis 10000:1 auf ein Edelstahltarget
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Bei der Anwendung dieser neuen Präparationsmethode auf pharmakologisch relevante 
Cetrorelixkonzentrationen ab 2 mg/ml kann keine Ableitung der Laserenergie in 
Form von Photonen wie bei der lösungsmittelbasierten Probenpräparation beobachtet 
(Kapitel 3.1.4) werden. Allerdings sind die Ergebnisse dieser Untersuchungen 
vergleichbar mit den Ergebnissen der MALDI-TOF-MS Messungen der vom Hersteller 
gelieferten Cetrorelixchargen, ohne vorherige Präparation. Es können ebenso lediglich 
nur Oligomere bis zum Heptamer detektiert werden. 
Bei Betrachtung der weiteren analytischen Untersuchungen mittels MALDI 
(Kapitel 3.1.1), ESI (Kapitel 3.3), und TEM (Kapitel 3.7) stellen die hierbei erhaltenen 
Ergebnisse nicht den tatsächlichen Aggregationsstatus der Probe dar. Bei MALDI-TOF-
MS-Messungen können größere Aggregate schon für Konzentrationen von 1 mg/ml 
mit der lösungsmittelbasierten Probenpräparation nachgewiesen werden (Kapitel 3.1.1, 
Abbildung 34). In ESI-TOF-MS-Messungen mit einer Cetrorelixkonzentration von 
1 mg/ml lassen sich Tridecamere nachweisen (Kapitel 3.3, Abbildung 76; 77). Die Trans-
missionselektronenmikroskopie-Messungen zeigen eine starke konzentrationsabhängige 
Vernetzung der Cetrorelixaggregate (Kapitel 3.7, Abbildungen 103; 104). Anhand der 
Ergebnisse dieser weiteren analytischen Untersuchungen kann man zwei unterschiedliche 
Annahmen treffen:
Entweder ist es möglich, dass die Matrix nicht in der Lage ist, die großen Cetrorelixaggregate 
in die Gasphase zu überführen, ohne sie zu zerstören. Dies könnte auf die Probenpräparation 
zurückgeführt werden. Das rein physikalische Mischen der Proben als Festsubstanz führt 
zu einer anderen Einbettung des Analyten in die Matrix als die Kokristallisation. Damit 
wäre es möglich, dass die Matrix nicht ausreichend Laserenergie aufnimmt und es zur 
Zerstörung von Aggregaten kommt. Oder es ist möglich, dass keine größeren Aggregate 
als das Heptamer im Feststoff vorliegen.
Als Fazit dieser Untersuchungen lässt sich zusammenfassen, dass Untersuchungen im 
Anfangsstadium der Aggregation von Cetrorelix mit der Feststoffpräparation möglich 
sind. Jedoch können diese Untersuchungen auch lösungsmittelbasiert erfolgen, da hierbei 
ein geringerer Präparationsaufwand bei vergleichbaren Ergebnissen notwendig ist. Für 
höhere Konzentrationen kann das Vorliegen von Aggregaten bestimmt werden. Über die 
Aggregatgröße kann mit der MALDI-TOF-MS unter diesen Bedingungen kein reales 
qualitatives Abbild wiedergegeben werden. 
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4.2 Fluoreszenzspektroskopie
4.2.1  Fluoreszenzuntersuchungen zur Bestimmung von   
  Parametern für die ESI-TOF-MS-Messungen
Für die Abschätzung des Einflusses verschiedener Lösungsmittelzusammensetzungen auf 
den Aggregationsstatus von GnRH-Antagonisten wurden fluoreszenzspektroskopische 
Untersuchungen vorgenommen (Kapitel 3.2.1). Diese Messungen dienten vorrangig der 
Bestimmung der optimalen Messparameter für die ESI-TOF-MS bei der Verwendung 
einer standardmäßig eingesetzten Elektrosprayquelle.
In den fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen bei der Verdünnung von Cetrorelix 
kann für alle eingesetzten Lösungsmittelzusammensetzungen (Kapitel 3.2.1, Tabelle 18) 
eine Abnahme der Fluoreszenzintensität in Abhängigkeit von der Zeit beobachtet 
werden. Somit findet für alle Lösungsmittelzusammensetzungen eine Störung der 
Cetrorelixaggregatstrukturen, ein  Deaggregationsprozess statt. Aber es zeigt sich auch, 
dass je nach Lösungsmittelzusammensetzungen die Abnahme der Fluoreszenzintensität 
in einem unterschiedlich starken Ausmaß in verschiedenen Zeitrahmen stattfindet. Das 
bedeutet, dass je nach verwendetem Lösungsmittel die Deaggregation schneller oder 
auch langsamer vonstatten geht.
Die zu Wasser vergleichbare Abnahme der Fluoreszenzintensität bei der Verdünnung mit 
Methanol-Wasser-Lösungsmittelgemischen mit geringen Methanolanteilen bis 20 Vol% 
(Kapitel 3.2.1, Abbildung 61) ist auf die Struktur von Methanol zurückzuführen. Methanol 
ist ähnlich polar wie Wasser und kann in geringen Anteilen in die Wasserstrukturen eingebaut 
werden. Es findet bei diesen geringen Konzentrationen keine stärkere Destabilisierung 
der Aggregate als bei der Verdünnung mit Wasser statt. In einer Zeitspanne von mehr als 
60 Minuten können Aggregate fluoreszenzspektroskopisch nachgewiesen werden. Diese 
Zeit steht auch für entsprechende ESI-TOF-MS-Untersuchungen zur Verfügung.
Ab einem Volumenanteil von 30 % Methanol zur Verdünnung der Cetrorelixstammlösung 
tritt eine stärkere Abnahme der Signalintensität auf (Kapitel 3.2.1, Abbildung 61). Somit 
führt die Verwendung dieser Lösungsmittelzusammensetzung für die Verdünnung zu 
einer stärkeren Zerstörung der Aggregatstrukturen als reines Wasser bzw. Lösungen mit 
Methanolanteilen bis 20 Vol%. Der Zeitraum für  ESI-TOF-MS-Untersuchungen beträgt 
maximal 60 Minuten.
Mit höheren Methanolanteilen steigt der deaggregierende Einfluss von Methanol, 
was zu einer Änderung der Bandenstruktur im Fluoreszenzspektrum in verschiedenen 
Zeitspannen führt. Es kommt für Methanolanteile mit 40 Vol% bzw. 50 Vol% zur 
vollständigen Zerstörung der Cetrorelixaggregatstrukturen innerhalb von zehn bzw. fünf 
Minuten. 
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Im Vergleich zu Methanol wirkt Acetonitril schon in geringen Anteilen sofort nach 
der Verdünnung stark deaggregierend auf die Cetrorelixaggregate. Innerhalb von drei 
Minuten kommt es bei einem Volumenanteil von 10 % zur vollständigen Zerstörung der 
Aggregatstrukturen (Kapitel 3.2.1, Abbildung 62). Höhere Acetonitrilanteile bewirken eine 
sofortige Zerstörung, die sich in der veränderten Bandenstruktur im Fluoreszenzspektrum 
widerspiegelt (Kapitel 3.2.1, Abbildung 63). Somit ist Acetonitril auch mit einem 
10 %-igen Volumenanteil für eine Verdünnung von Cetrorelixproben bei der ESI-TOF-
MS nicht geeignet, weil der Zeitrahmen für die Herstellung und Untersuchung der Probe 
zeitlich nicht realisierbar ist. Für die Untersuchung von Cetrorelixaggregaten lassen 
sich anhand der Fluoreszenzmessungen für die ESI-TOF-MS-Messungen Messfenster 
festlegen. Diese sind in Tabelle 24 in Kapitel 3.3 zusammengefasst.
Bei einer Verdünnung unterhalb die kritische Aggregatbildungskonzentration zeigt 
Ozarelix im Vergleich zu Cetrorelix ein abweichendes Verhalten. Für Ozarelix erfolgte 
die Verdünnung auf 0,01 mg/ml bzw. 0,1 mg/ml ausgehend von drei verschiedenen 
Stammlösungen (1; 2; 5 mg/ml). Hierbei werden für alle Stammlösungen sofort nach 
der Verdünnung mit 10 mM Ammoniumacetatlösung intrinsisch keine Aggregate 
nachgewiesen. Bei den anschließend durchgeführten extrinsischen Fluoreszenzmessungen 
zeigt sich, dass innerhalb kurzer Zeit die Signalintensität abnimmt und es zur Verschiebung 
des Peakmaximums kommt. Direkt nach der Verdünnung der Stammlösung mit 5 mg/
ml auf 0,1 mg/ml liegt das Peakmaximum bei 484 nm. Findet eine Verdünnung auf 
0,01 mg/ml statt, liegt das Peakmaximum direkt nach der  Verdünnung bei 499 nm 
(Kapitel 3.2.1, Abbildungen 64; 65). Somit lässt sich bei einer stärkeren Verdünnung 
innerhalb gleicher Zeiträume eine größere Rotverschiebung des Peakmaximums 
beobachten.
Diese Rotverschiebung des Peakmaximums, verbunden mit der Abnahme der Intensität 
der Sondenfluoreszenz von ANS ist auf eine polare Änderung der Umgebung von 
ANS zurückzuführen. Es liegen somit je nach Verwendung der Stammlösung und 
der Endkonzentration von Ozarelix innerhalb kürzester Zeit weniger bis keine 
Aggregatstrukturen mit ihren ausgebildeten hydrophoben Bereichen in der Lösung vor. 
Für alle untersuchten Lösungsmittelzusammensetzungen (Kapitel 3.2.1, Tabelle 18) 
und Stammlösungen ergibt sich, dass innerhalb von fünf Minuten nach der Verdünnung 
das Peakmaximum der ANS-Sonde zwischen 500 bis 520 nm detektiert und Ozarelix 
deaggregiert in der Lösung vorliegt.
Diese Untersuchungen belegen die deutlich geringere Aggreagatstabilität von Ozarelix im 
Vergleich zu Cetrorelix. Die geringere Aggregationsneigung von Ozarelix und somit der 
Instabilität dieser Aggregate hat ihre Ursache in der N-Methylierung des Peptidrückgrates 
an Position 5 [Haviv et al., 1993]. Aufgrund dieser Eigenschaft führt eine Verdünnung 
von Ozarelixlösungen unterhalb die kritische Aggregatbildungskonzentration vor allem 
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mit Zusatz von organischen Lösungsmitteln immer zu einer zeitnahen Zerstörung 
der Aggregatstrukturen. Dies hat zur Folge, dass ESI-TOF-MS-Messungen der 
Ozarelixaggregate mit der Standardionisationsquelle nicht  durchgeführt werden können. 
Neben der standardmäßig verwendeten Elektrosprayquelle mit der Zugabe von organischen 
Lösungsmitteln soll die Verwendug des TurboIonSprays® als Ionisationsquelle für die 
ESI-TOF-MS erschlossen werden. Die Anwendung dieser Sprayquelle erforderte für die 
Ausbildung eines stabilen Sprays und die effektive Ionisation der Analyten die Reduzierung 
der Ammoniumacetatkonzentration. Aus diesem Grund erfolgte die Bestimmung 
der kritischen Aggregatbildungskonzentration der untersuchten GnRH-Antagonisten 
Cetrorelix, Ozarelix, D-50848, D-50849 und D-50850 in 5 mM Ammoniumacetatlösung.
Für Cetrorelix kann auf Grund der geringeren Salzkonzentration eine etwas höhere cac 
beobachtet werden. Für Ozarelix führt die veränderte Salzkonzentration nicht zu einer 
Beeinflussung der cac.
Mit den Fluoreszenzuntersuchungen von D-50848 und D-50849 und deren 
Fluoreszenzverhalten wird das Postulat von LANG [Lang, 2005] bewiesen, dass für 
die Ausbildung der Bandenumkehr der Tyrosyl-Rest von Cetrorelix verantwortlich 
ist. Da der Tyrosyl-Rest in der Cetrorelixteilsequenz D-50848 fehlt, kann eine solche 
Bandenveränderung hier nicht beobachtet werden. Somit wurde bewiesen, dass die 
Änderung der Bandengestalt durch  den  Protonentransfer vom Tyrosyl-Rest zum 
Pyridylalanin verursacht wird. 
D-50849 zeigt schon in niedrigen Konzentrationen eine intrinsische Bandenstruktur, 
die Aggregate vermuten lässt. Extrinsisch werden keine Veränderungen mit steigender 
Peptidkonzentration beobachtet. Es ist möglich, dass die Sonde nicht in die Aggregate 
eindringen kann und sich nur oberflächlich anlagert, weil die Aggregate zu dicht gepackt 
oder noch zu klein sind. Eine andere Möglichkeit wäre, dass keine Aggregate vorliegen 
und die intrinsische Fluoreszenz für diese Substanz nicht für die Auswertung der 
Agggregation geeignet ist. Durch die MALDI-TOF-MS konnten Dimere für eine D-50849-
Konzentration von 0,05 mg/ml nachgewiesen werden (Kapitel 3.1.2). Die ESI-TOF-MS-
Messungen liefern für diese Konzentration Trimere (Kapitel 3.3, Abbildung 83). Mit der 
Schwingquarz-Methode konnte D-50849 eine kritische Aggregatbildungskonzentration 
zwischen 0,0025 mg/ml und 0,005 mg/ml zugeordnet werden [Kick, 2007]. Auf Grund 
der Ergebnisse dieser unabhängigen Methoden ist anzunehmen, dass D-50849 schon 
bei sehr niedrigen Konzentrationen Aggregate ausbildet,  in die die Sonde ANS nicht 
eindringen kann. Die verkürzte Sequenz D-50849 enthält bereits alle Strukturelemente, 
die für das ausgeprägte Aggregationspotential von Cetrorelix verantwortlich sind, 
und zeigt im Vergleich zu Cetrorelix und den anderen Cetrorelixteilsequenzen eine 
gesteigerte Aggregation. Die Ausbildung von Aggregaten von D-50850 findet in einem 
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Konzentrationsbereich zwischen 0,05 und 0,075 mg/ml in 5 mM Ammoniumacetatlösung 
statt. Dieser Bereich ist ähnlich wie bei Cetrorelix.
4.2.2  Aggregationsverhalten von Cetrorelix in Abhängigkeit  
  von der Art ausgewählter An- und Kationen
In den 1880er- und 1890er-Jahren wurde die lyotrope bzw. Hofmeister-Reihe (Tabelle 31) 
von Franz Hofmeister aufgestellt [Kunz et al., 2004]. Diese Reihe beschreibt den Effekt 
von Ionen auf die Wasserlöslichkeit von Proteinen. Sie hat heute noch Beständigkeit und 
wird zur Aufreinigung von Proteinen benutzt. 
Auf der linken Seite der Hofmeister-Reihe stehen die lyotropen Ionen, die den polaren 
Charakter des Wassers verstärken. Die Folge daraus ist die Verstärkung der hydrophoben 
Wechselwirkungen im Protein, wodurch es gefaltet wird. Es kommt zur Denaturierung 
des Proteins, das bei entsprechend hoher Konzentration ausfällt. 
Auf der rechten Seite der Hofmeister-Reihe stehen die chaotropen Ionen. Diese 
destabilisieren die Wasserstruktur und erhöhen somit das Chaos (Entropie). Dadurch 
verringern sich die hydrophoben Effekte auf das Protein und somit wird die Tertiärstruktur 
destabilisiert. Mit steigender Ionenkonzentration kommt es zur Freilegung der inneren 
hydrophoben Bereiche. Es tritt auch hier eine Denaturierung ein, die jedoch nicht zur 
Fällung des Proteins führt.
Die durchgeführten Untersuchungen zeigten, dass sich sowohl die einwertigen Kationen 
als auch die zweiwertigen Kationen stark in ihrer Wirkung auf die Aggregation 
von Cetrorelix ähneln. Aus den Untersuchungen ergibt sich für ein abnehmendes 
Aggregatbildungspotential folgende Abstufung: 
Na+ ≥ K+ = NH4
+ > Mg2+ ≥ Ca2+
Tabelle 31: Hofmeister-Reihe [Voet & Voet, 1992]
Anionen:   SO4
2- > HPO4
2- > CH3COO
- > Cl- > Br- > I- > NO3
- > ClO4
- > SCN- > Cl3COO
-
Kationen:  NH4
+ ≥ K+ ≥ Na+ > Li+ > Mg2+ > Ca2+ > Ba2+
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Für die Anionen lässt sich folgende Abstufung mit sinkenden Aggregatbildungsvermögen 
für Cetrorelix aufstellen
SO4
2- > H2PO4
-/HPO4
2- > SCN- > NO3
- > Cl- > CH3COO
-
        .
Die Effekte der untersuchten anorganischen Additive auf das Komplexierungsverhalten 
von Cetrorelix ähneln denen der von Hofmeister aufgestellten Reihe. Es gibt auch 
kleine Abweichungen, die im Folgenden erläutert werden sollen. Im Gegensatz zur 
Hofmeister`schen Reihe besitzt Rhodanid bei den eigenen Untersuchungen lyotrope 
Eigenschaften, die bei 5 mM Lösungen zu einem deutlichen Ausfall an Dekapeptid führen. 
Anders verhält es sich beim Acetat, dass bei Hofmeister unmittelbar vor den stärksten 
lyotropen Sulfat und Phosphat eingeordnet ist, bei den eigenen Untersuchungen aber das 
chaotropste Ion darstellt und mit Ammonium und Kalium erst in 10 mM Konzentration 
die Komplexierung des Cetrorelix bewirkt. Auch Chlorid und Nitrat haben gegenüber der 
Hofmeisterserie den Platz getauscht. Beim Vergleich der Kationen ist festzustellen, dass 
Magnesium in beiden Fällen als stärker aggregationsfördernd eingestuft wird als Calcium. 
Nach der Hofmeisterreihe verhalten sich einwertige Kationen ähnlich. Ammoniumionen 
wirken etwas stärker auf die Aggregation als Kalium, und dieses stärker als Natrium. 
Die Ähnlichkeit in der Wirkung der einwertigen Kationen konnte bei den eigenen 
Untersuchungen ebenfalls festgestellt werden. Natrium hob sich leicht von den anderen 
beiden einwertigen Kationen ab. Die Hofmeisterreihe ordnet den zweiwertigen Kationen 
schwächere Komplexierungswirkung zu als den einwertigen Kationen. Die zweiwertigen 
Kationen waren auch bei den eigenen Untersuchungen stärker chaotrop als die einwertigen 
Kationen. Auch dieser Sachverhalt deckt sich mit den Beobachtungen Hofmeisters.
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Hofmeister-Reihe bis auf kleine Ab-
weichungen auch für die Untersuchungen von Cetrorelix ihre Gültigkeit besitzt. Die 
gewonnenen Ergebnisse der Salze und deren aggregatbildender Wirkung konnten zur 
Abschätzung des Einflusses komplexer Lösungen wie der Ringerlösung genutzt werden. 
Auch für die Abschätzung des Einflusses anorganischer Salze auf ähnliche Peptide wie 
Ozarelix und Teverelix können die Ergebnisse herangezogen werden.
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4.2.3  Fluoreszenzspektroskopisches Verhalten von Ozarelix
Bei der Betrachtung der intrinsischen Fluoreszenzspektren von Ozarelix in Abhängigkeit 
von der Konzentration kann keine lineare Abhängigkeit wie bei Cetrorelix gefunden 
werden. Vielmehr ist festzustellen, dass die Signalintensität mit steigender Konzentration 
abnimmt. Dies ist auf konzentrationsbedingte Quenchingeffekte zurückzuführen. 
Durch die Verringerung der Weglängen des Anregungs- und Emissionsstrahles in der 
Probenlösung konnte dieser Effekt verringert werden, so dass erst bei deutlich höheren 
Konzentrationen konzentrationsbedingte Quenchingeffekte beobachtet werden. Die 
von SCHNEIDER et al. [Schneider et al., 2010] beobachteten kleinen Änderungen des 
Peakmaximums konnten mit Hilfe der 30°- Anordnung verifiziert werden. Sie stellen 
somit keine Artefakte von Selbstabsorptionseffekten höherer Peptidkonzentrationen dar.
Für die Untersuchungen in 5 mM Natriumchloridlösung wurde eine deutlich 
ausgeprägtere intrinsische Bandenstruktur gefunden als bei den Messungen in 10 mM 
Ammoniumacetatlösung von SCHNEIDER [Schneider et al., 2010]. Die kritische 
Aggregatbildungskonzentration liegt in 5 mM Natriumchloridlösung niedriger bei 
durchschnittlich cacOzarelix, NaCl = 0,11 mg/ml als in 10 mM Ammoniumacetatlösung. 
Die deutlich ausgeprägtere Bandenstruktur ist auf eine geringere Verschiebung des 
Peakmaximums von 335,2 nm auf 334,8 nm zurückzuführen. Bei den Messungen in 
10 mM Ammoniumacetatlösung betrug die Verschiebung des Peakmaximums 1 nm von 
335,2 nm auf 334,2 nm. Dementsprechend kann mit steigender Peptidkonzentration eine 
weitere Verschiebung des Wendepunktes beobachtet werden. 
Betrachtet man die Zusammensetzung des Peaks, so lässt sich nicht aggregiertem Ozarelix 
die Bandenstruktur von D-Naphthylalanin zuordnen [Schneider et. al, 2010]. Eine 
Emission von Tyrosin bei ca. 305 nm kann in diesem Stadium nicht beobachtet werden. 
Die emittierten Photonen werden von D-Naphthylalanin absorbiert. Bei der Ausbildung 
der Aggregatstrukturen wird an der phenolischen Hydroxylgruppe des Tyrosins eine 
Wasserstoffbrücke ausgebildet. Die Emission liegt   bei einer Wellenlänge von 334 nm 
und wird einer Tyrosinat-ähnlichen Emission zugeordnet. Mit zunehmender Ausbildung 
von Aggregaten steigt der Anteil dieser neuen Emissionsbande. 
Der Zusatz der verschiedenen Elektrolyten hat einen Einfluss auf die Ausbildung 
dieser neuen Emissionsbande. Bei Zusatz von Natriumchlorid wird ein geringerer 
Anteil der neu ausgebildeten intrinsischen Emissionsbande beobachtet als beim 
Einsatz von Ammoniumacetat, obwohl die Aggregatbildung schon bei niedrigeren 
Ozarelixkonzentrationen extrinsisch nachgewiesen werden konnte. 
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Vermutlich spielen auch die Elektrolyte als mögliche Protonenakzeptoren eine Rolle, 
was die Ausbildung einer stärkeren Tyrosinat-ähnlichen Emission beim Einsatz 
von Ammoniumacetat im Gegensatz zu Natriumchlorid erklärt. Die beobachtete 
Bandenstruktur der aggregierten Peptide setzt sich somit vorrangig aus der Interaktion 
der Ozarelixmoleküle, aber auch der in Lösung vorliegenden Elektrolyte zusammen.
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4.3 Entwicklung einer ESI-TOF-MS-Methode zur  qualitatven   
 Untersuchung des Aggregationsverhalten von GnRH-Antagonisten
Der Einsatz einer standardmäßig verwendeten Elektrosprayquelle führt bei der 
Untersuchung von wässrigen GnRH-Antagonisten zu sehr geringen und vor allem 
schwankenden Signalintensitäten. Erklärt kann dieses Phänomen durch die hohe 
Oberflächenspannung und geringe Flüchtigkeit von rein wässrigen Lösungen werden. Es 
wird kein stabiles Spray gebildet, bei dem unter konstanten Bedingungen hoch geladene 
Elektrolyttröpfchen emittiert werden. Durch die hohe Oberflächenspannung und geringe 
Flüchtigkeit erfolgt die Abgabe kleiner hoch geladener Tröpfchen durch Coulomb-
Explosionen ebenso wie die komplette Desolvatisierung zu langsam.
Leichter flüchtige Lösungsmittelzusammensetzungen, die organische Lösungsmittel 
wie Methanol oder Acetonitril enthalten, besitzen eine geringere Oberflächenspannung, 
was die Ionisierungseffizienz und Desolvatisierung signifikant verbessert. Es kommt 
dabei zur Ausbildung eines deutlich stabileren Sprays, da die Verdampfung und die 
Coulomb-Explosionen effektiv ablaufen und vollständig desolvatisierte Ionen in das 
Massenspektrometer überführt werden. Aus diesem Grund wurden Cetrorelix und Ozarelix 
innerhalb des fluoreszenzspektroskopisch bestimmten Zeitfensters mit verschiedenen 
Lösungsmittelzusammensetzungen (Kapitel 3.3, Tabelle 24) ESI-massenspektrometrisch 
untersucht. Niedrige Methanolanteile bis 30 Volumenprozent führen bei der Untersuchung 
von Cetrorelix noch nicht zur Ausbildung eines stabilen Sprays. Dies wurde erst bei 
der Verdünnung einer 1 mg/ml Cetrorelixlösung mit Wasser/Methanol (1:2, v/v) auf 
10 µg/ml mit einem daraus resultierenden Methanolvolumenanteil der mobilen Phase von 
49,5 %  erreicht.
Diese Bedingungen lieferten konstante und intensive Signalintensitäten, so dass sofort 
nach der Verdünnung Cetrorelixhexamere nachgewiesen werden konnten (Kapitel 3.3, 
Abbildungen 72; 73). Innerhalb von fünf Minuten nahm die Signalintensität der Oligomere 
ab, bis am Ende dieser Zeitspanne nur noch Cetrorelixmonomere nachweisbar waren. 
Dieser beobachtete Zeitraum stimmt mit den fluoreszenzspektroskopisch zuvor bestimmten 
Zeitrahmen sehr gut überein (Kapitel 3.3 Tabelle 24). Ein Einfluss auf die Aggregate lässt 
sich sowohl fluoreszenzspektroskopisch durch die Abnahme der Fluoreszenzintensität 
(Kapitel 3.2.1) als auch massenspektrometrisch anhand der zeitlichen Nachweisbarkeit 
von Aggregaten im Massenspektrum feststellen. Es ist davon auszugehen, dass größere 
Aggregate in der Ausgangslösung vorliegen, als die hier detektierten Hexamere. 
Auch beim Einsatz von Acetonitril kann fluoreszenzspektroskopisch (Kapitel 3.2.1, 
Abbildungen 62; 63) ein deaggregierender Einfluss auf die Cetrorelixaggregate beobachtet 
werden. Durch die massenspektrometrischen Untersuchungen kann dies bestätigt werden. 
193DISKUSSION
Es wird eine sehr effektive Ionisation erreicht, wobei lediglich Cetrorelixmonomere 
nachgewiesen werden können. Verdünnungen von aggregierten Cetrorelixlösungen mit 
Acetonitril führen somit immer zu einer zeitnahen Zerstörung der Aggregatstrukturen.
Bei den fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen an Ozarelix wurde eine deutlich 
geringere Aggregatstabilität im Vergleich zu Cetrorelix festgestellt. Die Aggregate 
werden schon bei geringen Zugaben von organischen Lösungsmitteln vollständig zerstört. 
Das fluoreszenzspektroskopisch bestimmte Zeitfenster für die massenspektrometrische 
Analyse von Ozarelix liegt schon bei einer Verdünnung der Ozarelixstammlösung mit 
einem Methanol-Wasser-Gemisch mit 10 Volumenprozent Methanol unterhalb von drei 
Minuten. Massenspektrometrisch können tatsächlich bei Zugabe von Methanol bzw. 
Acetonitril nur Ozarelixmonomere detektiert werden. Die geringere Aggregationsneigung 
von Ozarelix und somit die Instabilität dieser Aggregate hat ihre Ursache in der 
N-Methylierung des Peptidrückgrates an Position 5 [Haviv et al, 1993]. Aufgrund 
dieser Eigenschaft führt eine Verdünnung von Ozarelixlösungen unterhalb die kritische 
Aggregatbildungskonzentration, vor allem mit Zusatz von organischen Lösungsmitteln 
immer zu einer zeitnahen Zerstörung der Aggregatstrukturen. Mit diesen Messungen 
ist die Grenze der Standardionisationsquelle für die Untersuchung von Cetrorelix und 
Ozarelix erreicht. Für beide Substanzen ist unter den bestehenden Bedingungen mit einer 
starken Beeinflussung der Aggregatstrukturen zu rechnen. 
Einen Ansatzpunkt für die Untersuchungen von GnRH-Antagonisten und ihren 
Aggregaten, die zu einer geringeren Beeinflussung der Probe führt, bietet das 
TurboIonSpray®. Das TurboIonSpray® findet seine ursprüngliche Anwendung bei der 
Kopplung von HPLC-Anlagen mit dem ESI-TOF-Massenspektrometer. Auf Grund des 
zusätzlich eingebauten Föhns ist es in der Lage, die durch die HPLC bedingten höheren 
Flussraten effektiv zu zerstäuben und zu ionisieren. Für die Untersuchungen der GnRH-
Antagonisten erfolgte der Einsatz des TurboIonSpray® ohne die Kopplung mit der HPLC. 
Der zusätzlich eingebaute Föhn ermöglicht es aber, wässrige GnRH-Antagonisten-Proben, 
insofern es die Konzentration erlaubt, direkt zu vermessen.
Mit der Einbeziehung des TurboIonSpray® als Ionisationsquelle für die ESI-TOF-MS-
Messungen konnte eine Methode entwickelt werden, die es ermöglicht, systematische 
Untersuchungen an Ozarelix und weiteren GnRH-Antagonisten durchzuführen, ohne 
dass ein deaggregierender Einfluss auf die Probe ausgeübt wird. 
Für Cetrorelix können kurz unterhalb der kritischen Aggregatbildungskonzentration 
Oligomere in Form von Tetrameren nachgewiesen werden (Kapitel 3.3, Abbildung 75). 
Mit weiter steigender Cetrorelixkonzentration wurde eine kontinuierliche Zunahme der 
Oligomerenanteile beobachtet. Deutlich zu erkennen ist dies neben der Ausbildung neuer 
Peaks auch anhand der Zunahme der Intensität des Peaks bei m/z =  1431 im Verhältnis 
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zu der Intensität des Basispeaks bei m/z = 715 (Abbildung 110). Zu erklären ist dies durch 
die Bildung mehrfach geladener Ionen, die in der Lage sind, sich im Massenspektrum zu 
überlagern. Zur Verdeutlichung dieses Phänomens werden in Tabelle 32 die verschiedenen 
Ladungszustände den Cetrorelixassoziaten bis zum Hexamer gegenübergestellt.
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Zusammen-
setzung
Monomer Dimer Trimer Tetramer Pentamer Hexamer
Durchschnitts-
masse
1431,07 2862,14 4293,21 5724,28 7155,35 8586,42
[M+H+]+ 1432,08 2863,15 4294,22 5725,29 7156,36 8587,43
[M+2H+]2+ 716,54 1432,08 2147,61 2863,15 3578,68 4294,22
[M+3H+]3+ 478,03 955,05 1432,08 1909,10 2386,12 2863,15
[M+4H+]4+ 358,78 716,54 1074,31 1432,08 1789,85 2147,61
[M+5H+]5+ 287,22 573,44 859,65 1145,86 1432,08 1718,29
[M+6H+]6+ 239,52 478,03 716,54 955,05 1193,57 1432,08
Die blau bzw. rot hinterlegten Felder (Tabelle 32) stellen die Möglichkeiten der 
Überlagerung des Basispeaks bei m/z = 715 und des Peaks bei m/z = 1431  aus den 
Abbildung 110: Intensitätsverhältnis der ESI-TOF-MS-Messung von Cetrorelix 
   (m/z 1430)/(m/z 715) in Abhängigkeit der 
   Cetrorelixkonzentration
Tabelle 32: Darstellung der zu erwartenden Masse-Ladungsverhältnisse von Cetrorelix
  Hintergrund blau und orange: massenspektrometrisch häufig auftretende 
  Peaks mit ihren Überlagerungen
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Abbildungen 75 und 76 (Kapitel 3.3) dar. Die Abweichung der zu den in Tabelle 32 
dargestellten Massenzahlen zu den tatsächlich beobachteten Werten in den Massenspektren 
resultieren aus den Isotopenverhältnissen vorrangig von Kohlenstoff und Wasserstoff 
in den Substanzen. Die natürliche Isotopenverteilung führt bei kleinen Peptiden zur 
Detektion der monoisotopischen Molekülmasse im Massenspektrum. In Tabelle 32 
werden die Durchschnittsmassen angegeben, die erst ab größeren Molekülmassen durch 
die größere Anzahl der einzelnen Elemente im Analyten das intensivste Signal liefern. 
Bei der Überlagerung verschiedener Assoziate ist zu beachten, dass in Abhängigkeit 
von der Aggregatgröße bestimmte Ladungszustände bevorzugt werden (Kapitel 3.3, 
Tabelle 26). Kleinere Assoziate bilden vorrangig niedrigere Ladungszustände aus. 
Zurückführen lässt sich dies auf die geringere Größe der Substanz verbunden mit 
einem kleineren Volumen des Tropfens am Ende des Desolvatationsprozesses bei der 
ESI-TOF-MS. Durch das geringe Volumen wird eine kritische Feldstärke erreicht, die 
zur Emission von Ladungsträgern oder zu Coulomb-Explosionen führt. Somit ist die 
Bildung von hohen Ladungszuständen auf Grund der beschriebenen physikalischen 
Eigenschaften  nicht möglich. Größere Assoziate führen im Vergleich dazu zu höheren 
Ladungszuständen, da bedingt durch das größere Volumen die kritischen Feldstärken nicht 
mehr erreicht werden. Dadurch werden niedrige Ladungszustände nicht mehr ausgebildet. 
Die für größere Assoziate beobachtete Verteilung von Ladungszuständen wird durch 
unterschiedliche Konformationen der Aggregatstrukturen hervorgerufen. Betrachtet man 
die Peakverhältnisse des Basispeaks bei m/z = 715 und des Peaks bei m/z = 1431 für 
unterschiedliche Cetrorelixkonzentrationen der Probenlösung, so ergibt sich für den Peak 
m/z = 715 maximal eine Überlagerung aus zweifach geladenen Monomeren mit vierfach 
geladenen Dimeren. Höhere Ladungszustände, wie das sechsfach geladene Trimer werden 
nicht gebildet.
Im Vergleich dazu kann sich der Peak bei m/z =1431 aus einem geringeren Anteil einfach 
geladener Monomere sowie zweifach geladener Dimere, dreifach geladener Trimere und 
vierfach geladener Tetramere zusammensetzen. Die in Abbildung 110 dargestellte lineare 
Zunahme des Intensitätsverhältnisses m/z = 1431/715 zeigt somit eine kontinuierliche 
Zunahme der Aggregatgröße in Abhängigkeit der Cetrorelixkonzentration an. Es kann 
keine sprunghafte Änderung, wie sie bei der cac erwartet werden würde, beobachtet 
werden. Das ist entweder darauf zurück zu führen, dass Cetrorelix homogen Oligomere 
ausbildet, oder die Gesamtkonzentration für die ESI-TOF-MS-Messung zu niedrig ist, 
um höhere Oligomere detektieren zu können. Das Auftreten von Aggregaten unterhalb 
der fluoreszenzspektroskopisch bestimmten kritischen Aggregatbildungskonzentration 
konnte auch bei Untersuchungen mit der MALDI-TOF-MS (Kapitel 3.1.2) bestätigt 
werden. Die Zuordnung der größeren Oligomere erfolgte vorangig durch die m/z-
Verhältnisse (Anhang, Tabelle 37).
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Bei der massenspektrometrischen Analyse einer Ozarelixkonzentrationsreihe können
ebenso wie bei Cetrorelix schon bei Konzentrationen unterhalb der 
fluoreszenzspektroskopisch bestimmten kritischen Aggregatbildungskonzentration 
(cacOzarelix = 0,17 mg/ml) Oligomere bis zum Tetramer gefunden werden (Kapitel 3.3 , 
Abbildung Abbildung 78). Das lässt darauf schließen, dass die Sonde ANS bei den 
extrinsischen Fluoreszenzmessungen bei beiden Substanzen erst ab einer Oligomerengröße 
von Tetrameren in das Peptidaggregat eindringen kann. Außerdem wurde beobachtet, 
dass das Verhältnis der Peaks m/z = 730 zu m/z = 1460 stark konzentrationsabhängig ist. 
Ebenso wie bei Cetrorelix entsteht die Konzentrationsabhängigkeit dieses Verhältnisses 
durch die Überlagerung von Peaks. Der Basispeak bei m/z = 730 stellt den zweifach 
geladenen Monomerenpeak maximal überlagert vom vierfach geladenen Dimerenpeak 
dar. Der Peak bei m/z =1460 stellt den einfach geladene Monomerenpeak dar. Mit 
Ausbildung von Oligomeren wird dieser Peak durch zweifach geladene Dimere, dreifach 
geladene Trimere usw. überlagert. Das führt zu einer Intensitätserhöhung des Signals. 
Für niedrige Konzentrationen lässt sich entsprechend dieser Aussage eine niedrige 
Signalintensität des Monomerenpeaks bei m/z = 1460 beobachten. Bei höheren 
Konzentrationen tragen die zweifach geladenen Dimere, die dreifach geladenen 
Trimere und die vierfach geladenen Tetramere zur Signalintensität dieses Peaks bei. 
Dabei haben sie aber keinen oder nur einen sehr geringen Einfluss auf den zweifach 
geladenen Monomerenpeak (m/z = 730). Als Resultat dieses Verhaltens gibt Abbildung 
111 anhand des Peakverhältnisses unabhängig vom Isotopenmuster die Bildung von 
Ozarelixaggregaten in Abhängigkeit der Ozarelixkonzentration wider.  
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Abbildung 111: Intensitätsverhältnis (m/z 1460)/(m/z 730) in Abhängigkeit von 
   der Ozarelixkonzentration
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Abbildung 111 zeigt, dass es im unteren Bereich der Konzentrationsreihe zu einem 
linearen Anstieg des Peakverhältnisses kommt, d.h. Monomere aggregieren und bilden 
kleinere Oligomere bis zum Tetramer. Ab dem Tetramer nimmt der Einfluss auf das 
Intensitätsverhältnis ab. Die größeren Assoziate bilden beim ESI-Prozess andere 
Ladungszustände aus, so dass eine Überlagerung dieses Peaks im Massenspektrum nicht 
mehr auftritt. 
Die  Änderung des linearen Kurvenverlaufes wird durch eine sprunghafte Änderung 
des Aggregationsverhaltens hervorgerufen. Bei einer Konzentration von 0,2 mg/ml 
sind massenspektrometrisch sprunghaft Oligomere bis zum Undecamer nachweisbar. 
Mit dem Auftreten der höheren Oligomere nimmt die Anzahl der Dimere, Trimere und 
Tetramere, die vorrangig zur Signalintensität des Peaks m/z = 1460 beitragen, nicht mehr 
in gleichem Ausmaß zu. Dies ist gekennzeichnet durch einen geringeren Anstieg der 
zweiten Regressionsgeraden (Abbildung 111).
Bestimmt man den Schnittpunkt der in Abbildung 111 dargestellten Regressionsgeraden, 
so liegt dieser bei der Ozarelixkonzentration cOzarelix = 0,17 mg/ml. Dies entspricht 
dem Wert, der in Fluoreszenzmessungen als kritische Aggregatbildungskonzentration 
(cac) gefunden wurde (Kapitel 3.2.1). Mit der ESI-TOF-MS steht damit für Ozarelix 
prinzipiell eine weitere unabhängige Methode zur Bestimmung der kritischen 
Aggregatbildungskonzentration und zur Charakterisierung des Aggregationsverhaltens 
zur Verfügung. Es können schon unterhalb der cac Oligomere bis zum Tetramer gefunden 
werden, und kurz oberhalb dieser Konzentration treten schlagartig größere Oligomere bis 
zum Undecamer auf (Kapitel 3.3).  Für die Ozarelixkonzentration von cOzarelix = 0,6 mg/
ml sind Oktadecamer nachweisbar. Die Zuordnung der Aggregatgrößen erfolgt vorrangig 
anhand der berechneten Molekülmassen (Anhang, Tabelle 38) bei verschiedenen 
Ladungszuständen und zusätzlich anhand des Isotopenmusters bei ausreichend großer 
Auflösung
Das massenspektrometrisch beobachtete Verhalten von Ozarelix unterscheidet 
sich stark von dem Verhalten von Cetrorelix bei der jeweiligen kritischen 
Aggregatbildungskonzentration des untersuchten Peptids. Es ist anzunehmen, dass bei 
beiden Peptiden der Aggregationsprozess unterschiedlich abläuft. Bei Cetrorelix findet 
eine kontinuierliche Zunahme der Oligomeren statt, während bei Ozarelix eine sprunghafte 
Veränderung des Oligomerenstatus bei der kritischen Aggregatbildungskonzentration 
erfolgt. 
Die Zuordnung der Aggregatgrößen für die Cetrorelixteilsequenzen erfolgt vorrangig 
über die Isotopenverteilung sich überlagernder Peaks. Dies ist notwendig, da D-50848, 
D-50849 und D-50850 keine weiteren einzigartigen Peaks von Aggregaten im 
Massenspektrum liefern. Für die Cetrorelixteilsequenzen können ab den in Tabelle  33 
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dargestellten Konzentrationen Aggregate nachgewiesen werden.
substanz Konzentration nachgewiesene 
Aggregatgröße
fluoreszenzspektroskopisch 
bestimmter Bereich der cac
D-50848 0,075 mg/ml Trimere  0,05 – 0,075 mg/ml
D-50849 0,05 mg/ml Trimere* nicht bestimmbar
D-50850 0,05 mg/ml Tetramere 0,05 – 0,075 mg/ml
Die mit der ESI-TOF-MS erhaltenen Ergebnisse für das Auftreten von Aggregaten 
der Cetrorelixteilsequenzen stimmen gut mit den Ergebnissen der MALDI-TOF-MS 
(Kapitel 3.1.2) und den fluoreszenzspektroskopischen Messungen (Tabelle 33) überein. 
Es können somit für alle untersuchten Substanzen größere Aggregate als bei den MALDI-
TOF-MS-Messungen für die gleichen Konzentrationen detektiert werden. Die ESI-
TOF-MS wird in der Literatur im Vergleich mit der MALDI-TOF-MS als Methode mit 
einem schonenderen Ionisationsprozess beschrieben [Lehmann, 1996]. Dies wird durch 
die Detektion von Tetrameren bei Konzentrationen um die cac mit der ESI-TOF-MS im 
Vergleich zur Detektion von Dimeren mit der MALDI-TOF-MS deutlich. Demzufolge 
sollten qualitative Untersuchungen von GnRH-Antagonisten zur Untersuchung der 
Aggregatbildung in Konzentrationen um die kritische Aggregatbildungskonzentration 
immer mit der ESI-TOF-MS mit dem TurboIonSpray® durchgeführt werden. Für höhere 
Konzentrationen muss allerdings eine Verdünnung der Proben erfolgen, um den Detektor 
nicht zu beschädigen. Dies beeinflusst den Aggregationsstatus. Für diese Konzentrationen 
können qualitative MALDI-TOF-MS-Untersuchungen mit der Matrix 3-HPA und der 
Zweischichtpräparation mit beschleunigter Verdampfung des Lösungsmittels erfolgreich 
durchgeführt werden. Wenn quantitative Fragestellungen bestehen, muss immer auf die 
MALDI-TOF-MS zurück gegriffen werden. 
Tabelle 33: Darstellung der Cetrorelixteilsequenzen mit ihren mit der ESI-TOF-MS
  nachgewiesen Aggregatgrößen bei den jeweiligen Peptidkonzentrationen 
  zusammen mit dem fluoreszenzspektroskopisch bestimmten Bereich der
  kritischen Aggregatbildungskonzentration
 
 * die Spektrengestalt lässt höhere Aggregate vermuten; eine Zuordnung von
	 			höheren	Oligomeren	ist	aber	auf	Grund	der	Auflösung	nicht	mit	absoluter	
    Sicherheit möglich
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4.4 Anwendung der etablierten Fluoreszenz- und MALDI-TOF-MS- 
 Methoden zur Untersuchung einer Cetrotide®-Formulierung
Die Ergebnisse dieser umfassenden Untersuchungen können einen Einblick in 
das Verhalten von Cetrorelix in der Wirkstoffformulierung wiedergeben. Mit der 
massenspektrometrischen Analyse des Feststoffes konnten in der Formulierung 
lediglich Cetrorelixmonomere (Kapitel 3.4, Abbildung 86) nachgewiesen werden. Die 
Fluoreszenzmessungen bestätigen dieses Ergebnis zum Anfang der Messungen nach dem 
Lösen der Cetrotide®-Formulierung. Der über einen Zeitraum von 48 Stunden beobachtete 
Trend (Kapitel 3.4, Abbildungen 87 und 88) zeigt, vor allem mit der extrinsischen 
Fluoreszenzspekroskopie, eine Ausbildung von Aggregaten (Kapitel 3.4, Abbildung 88). 
Auch die MALDI-TOF-MS liefert dieses Ergebnis (Kapitel 3.4, Abbildung 89). 
Über einen Zeitraum von 48 Stunden steigt die Signalintensität der Dimerenpeaks deutlich 
an. Größere Aggregate können nicht nachgewiesen werden. 
Mit der Aufstellung einer Kalibrierkurve von Cetrorelix zu D-50850 als internen Standard 
konnte eine Quantifizierung durchgeführt werden. Am Anfang der Messungen zum 
Zeitpunkt Null liegen 93,6 % der Substanz als Cetrorelixmonomer in Lösung vor (Kapitel 
3.4, Abbildung 91). Nach 48 Stunden liegen nur noch 37,9 % des Cetrorelix in Form von 
Monomeren vor. Anhand der Kurven (Kapitel 3.4, Abbildungen 90 und 91) kann man 
erkennen, dass direkt nach dem Lösen die größte Aggregatbildung stattfindet und die 
Aggregate sich über die Zeit stabilisieren. Mit der MALDI-TOF-MS konnten für alle 
untersuchten Cetrotideproben nach dem Lösen maximal Cetrorelixdimere nachgewiesen 
werden. 
Mit dieser Kombination an Methoden ist es erstmals gelungen die qualitativen Ergebnisse 
der fluoreszenzspektroskopischen Untersuchung auch quantitativ zu bestätigen und auf 
pharmakologisch relevante Fragestellungen anzuwenden. 
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4.5 Untersuchungen mit der Quarzmikrowaage 
Die Quarzmikrowaage (QCM) ist als Methode zur Bestimmung der kritischen 
Aggregatbildungskonzentrationen für Peptide und Proteine nicht etabliert. In der Literatur 
existieren allerdings viele Arbeiten zur Untersuchung von Aggregationsvorgängen mit 
Hilfe der Quarzmikrowaage. Über den gezielten Einsatz zur Untersuchung der kritischen 
Mizellbildungskonzentration von Tensidmolekülen wurde von [Ryu & Free, 2003] berichtet. 
Das Prinzip der Bestimmung kritischer Aggregat- bzw. Mizellbildungskonzentrationen 
besteht darin, dass die Adsorption von Aggregaten oder Mizellen auf der QCM-Elektrode 
zu größeren Resonanzfrequenzänderungen und möglichen Dämpfungsänderungen führen 
als die entsprechenden Monomere. Mit den Transmissionselektronenmikroskopie-
Messungen konnte gezeigt werden, dass sowohl Cetrorelix als auch Ozarelix in der Lage 
sind Netzwerke zu bilden. Diese sollten bei der QCM-Messung zu höheren Resonanz- und 
Dämpfungsänderungen führen als nicht aggregierte Systeme. In früheren Arbeiten [Lang, 
2005] wurden für Cetrorelix und Ozarelix die kritischen Aggregatbildungskonzentrationen 
mittels extrinsischer Fluoreszenzspektroskopie bestimmt. 
Für Cetrorelix konnte dieser Wert ohne Zugabe von Additiven durch QCM-Messungen 
bestätigt werden. Die Adsorption bzw. Aggregation von Cetrorelix auf der Elektrode 
erreicht nach mehreren Stunden kein Gleichgewicht. Die deutlichen Resonanzfrequenz- 
und Dämpfungsänderungen lassen sich durch die Bildung von Mehrfachschichten 
größerer Aggregate und die Entstehung von Netzwerken erklären. 
Neben Cetrorelix konnte auch die kritische Aggregatbildungskonzentration der 
verkürzten Cetrorelixsequenz D-50848 mit ca. 50 µg/ml bestimmt werden. Die großen 
Dämpfungsänderungen sprechen für ihre viskoelastischen Eigenschaften in adsorbierter 
bzw. aggregierter Form. Der erhaltene Wert für die cac von D-50848 stimmt mit den 
Ergebnissen der ESI-TOF-MS-Messungen überein (Kapitel 3.3). Dementsprechend 
reichen die drei aromatischen Reste (Naphthyl-, Chlor-Phenyl-, und Pyridylalanylrest) 
des Tetrapeptids D-50848 bereits aus, um die Aggregation bei einer Konzentrationen von 
50 µg/ml auszulösen. 
Für Ozarelix konnten mit der Schwingquarzmethode zwei kritische 
Aggregatbildungskonzentrationen in 10 mM Ammoniumacetat bestimmt werden.
Bei der cac1Ozarelix, mit einer Ozarelixkonzentration von ca. 0,12 mg/ml setzt 
vermutlich die Bildung  kleinerer Assoziate ein, welche zu ersten molekularen 
Mehrfachschichten auf der Elektrode führen. Dadurch kommt es zu Resonanzfrequenz- 
und Dämpfungsänderungen. Belegt wird diese Hypothese der Bildung erster kleinerer 
Assoziate durch die Ergebnisse der ESI-TOF-MS-Messungen (Kapitel 3.3). Dabei konnten 
bei entsprechenden Konzentrationen Oligomere bis zum Tetramer nachgewiesen werden. 
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Die zweite kritische Aggregatbildungskonzentration mit einer Ozarelixkonzentration 
von cac2Ozarelix = 0,18 mg/ml liegt in dem Konzentrationsbereich der von LANG [Lang, 
2005] mittels Fluoreszenzspektroskopie erhaltenen cac von ca. 0,17 mg/ml. Bei der 
QCM-Messung werden große Dämpfungsänderungen beobachtet, die Änderungen der 
Probenbeschaffenheit aufzeigen und auf die Ausbildung viskoelastischer Gele hinweisen. 
Mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie konnte gezeigt werden, dass bei ca. 
dieser Ozarelixkonzentration Netzwerkstrukturen ausgebildet werden. Auch die ESI-TOF-
MS-Messungen belegen diese Hypothese. Für die Konzentration der cac2Ozarelix lassen 
sich Oligomere bis zum Undecamer nachweisen. Für höhere Ozarelixkonzentrationen 
können  Oligomere bis zum Oktadecamer nachgewiesen werden.
Vergleichbar zu Cetrorelix sind die Aggregations- und Adsorptionsprozesse auf der 
Quarzmikrowaage nach mehreren Stunden noch nicht abgeschlossen. Die destruktive 
Wirkung von Säuren auf Aggregatstrukturen konnte anhand von Essigsäure und Salzsäure 
mit der QCM bestätigt werden.
Die Quarzmikrowaage bietet weiterhin die Möglichkeit Komplexbildungen von Cetrorelix 
mit anderen Stoffen nachzuweisen und quantitativ zu erfassen. Im Rahmen der Diplomarbeit 
von KICK [Kick, 2007] konnte die Komplexierung durch schrittweise Adsorption von 
Chitosan, a-Polyglutaminsäure (PGA) und Cetrorelix auf der QCM gezeigt werden. 
Es wurde eine Sandwichstruktur in der Reihenfolge Chitosan / a-Polyglutaminsäure / 
Cetrorelix / a-Polyglutaminsäure / Chitosan auf der Elektrode adsorbiert. Die pH-Werte 
der verwendeten Lösungen wurden so eingestellt, dass ein Ablösen der adsorbierten 
Schichten verhindert wurde. Gleichzeitig wurde die Löslichkeit von PGA durch Ansäuern 
mit Essigsäure und die von Chitosan durch Zugabe von Ammoniak begrenzt, um eine 
optimale Adsorption zu erreichen.
Für die Adsorption von a-Polyglutaminsäure auf Chitosan trägt Chitosan eine positive 
und PGA eine negative Ladung. Der isoelektrische Punkt von Chitosan beträgt pI = 8,7 
[Huang & Chen, 1996]. Somit liegt Chitosan bei sauren und neutralen pH-Werten positiv 
geladen vor. Der pH-Wert der PGA-Lösung betrug 3,7, so dass die Deprotonierung der 
γ-Carboxylgruppen gehemmt wurde (pKR = 4,25 [Elliott et al., 1959]), die andernfalls 
zur elektrostatischen Abstoßung der negativ geladenen PGA-Moleküle führen würden. 
Der pH-Wert der Cetrorelixlösung von 6,1 sorgt dafür, dass die adsorbierte PGA-Schicht 
negativ geladen ist. Damit findet eine starke elektrostatische Anziehung zu den positiv 
geladenen Cetrorelixmolekülen statt. Das Ablösen des adsorbierten Cetrorelix konnte 
gehemmt werden, indem der pH-Wert der essigsauren Chitosanlösung mit Ammoniak 
auf pH = 5,2 angehoben wurde. 
Eine gute Wechselwirkung konnte auch zwischen Chitosan und PGA festgestellt 
werden. Die Adsorption von Chitosan auf PGA rief große Dämpfungs- und 
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Resonanzfrequenzänderungen hervor. Dabei spielt offensichtlich die elektrostatische 
Anziehung der negativ geladenen PGA und des positiv geladenen Chitosans eine wichtige 
Rolle. Aus Untersuchungen von KICK [Kick, 2007] kann weiterhin vermutet werden, 
dass PGA mit Cetrorelix stärkere Wechselwirkungen als mit Chitosan aufbauen kann. 
Dies kann dadurch erklärt werden, dass Cetrorelix eine stärkere Base ist als Chitosan und 
durch positive Ladungen und Wasserstoffbrücken sehr gut Wechselwirkungen ausbilden 
kann.
4.6 Dynamische Lichtstreuung zur Einordnung von    
 Aggregatgrößen
Die dynamischen Lichtstreumessungen von Cetrorelix und Ozarelix lieferten keine 
eindeutige reproduzierbare Verteilung von Partikelgrößen, so dass für beide Peptide 
keine einheitlichen Aggregatgrößen bestimmt werden konnten. Allerdings wurden 
Schwankungen des Z-gemittelten Durchmessers beobachtet. Die Transmissions-
elektronenmikroskopie ermöglichte die Interpretation der mittels DLS erhaltenen 
Ergebnisse. Sowohl Cetrorelix als auch Ozarelix bilden Netzwerk- bzw. Gelstrukturen. 
Die  Methode der dynamischen Lichtstreuung ist nicht dazu geeignet, Partikelgrößen 
solcher Systeme zu bestimmen. Das hat zur Folge, dass die in 10 mM Ammoniumacetat 
gebildeten Netzwerke von Cetrorelix und Ozarelix bei der DLS-Messung sehr breite und 
schlecht reproduzierbare Größenverteilungen ergeben. Die thermische Bewegung der 
räumlich inhomogenen Netzwerke führt zu der starken Größenverteilung. Verursacht 
wird dies durch die unterschiedliche Einbindung der Aggregate in das Netzwerk, die 
ihrerseits einer Veränderung der Diffusionskoeffizienten der Aggregate mit sich bringen. 
Dies wird durch die unmittelbare Umgebung der Aggregate bestimmt. Je nachdem wie 
dicht das Netzwerk ist, verändert sich die Viskosität. 
Somit variieren die Diffusionsgeschwindigkeiten und Streuintensitäten. In stärker 
vernetzten Bereichen des Gels sind die Streuintensitäten größer und die Diffusions-
geschwindigkeiten kleiner als in weitmaschigeren Bereichen. Dadurch werden Partikeln 
mit gleicher Größe unterschiedliche hydrodynamische Durchmesser zugeordnet. Die 
Inhomogenität des Netzwerkes führt bei zeitabhängigen Messungen zu den beobachteten 
Phänomenen der nicht reproduzierbaren Verteilung der Partikelgrößen.
Für Lichtstreuexperimente an Gelen werden weitere Auswertemethoden benötigt, 
welche die statischen und dynamischen Eigenschaften der Netzwerke berücksichtigen 
[Shibayama, 1998]. Das Hauptaugenmerk dieser Dissertation lag in der 
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massenspektrometrischen Analytik, so dass mit der dynamischen Lichtstreuung lediglich 
drei Größenklassen der Peptidaggregate bestimmt werden konnten (Tabelle 34).
Cetrorelix Ozarelix
Dh,1 < 50 nm < 50 nm
Dh,2 50 nm - < 200 nm 100 nm - < 300 nm
Dh,3 400 nm - < 2 µm > 1 µm
Durch Zusatz von Säure kann der Pyridylalanyl-Rest von Cetrorelix bzw. Ozarelix 
protoniert  werden und die Aggregate und Gelstrukturen auflösen. Somit kann durch 
Zugabe von Säure die  Deaggregation erzwungen werden. Der Einfluss von Essigsäure 
und Salzsäure auf die Aggregation von Cetrorelix und Ozarelix wurde zur Bestimmung der 
Aggregatgrößen mit Hilfe der DLS untersucht. In 0,1 M Essigsäure wird für Ozarelix eine 
deutliche Verbesserung der Reproduzierbarkeit der Größenverteilung erzielt. Cetrorelix 
liefert weiterhin nicht reproduzierbare Größenverteilungen. Durch weitere Zugabe von 
Eisessig bis auf einen pH-Wert von 2,83 werden reproduzierbare Größenverteilungen 
erhalten. Es ergeben sich die in Tabelle 35 dargestellt reproduzierbaren hydrodynamischen 
Durchmesser.
Cetrorelix Ozarelix
Dh,1 1,85 ± 0,09 nm 1,18 ± 0,05 nm
Dh,2 258 ± 22 nm 340 ± 79 nm
Dh,3 - 3,76 ± 0,28 µm
Somit weist Cetrorelix ein größeres Aggregationspotenzial auf als Ozarelix. Nach 
dem Erreichen von reproduzierbaren Größenverteilungen weist der hydrodynamische 
Durchmesser des Peak 1  für Cetrorelix einen Wert von ca. 1,8 nm und für Ozarelix 
von ca. 1,2 nm auf. Die Größenordnung dieser Werte stimmt mit den Ergebnissen 
der Modellrechnungen für die Monomere überein. SCHNEIDER [Schneider, 2010] 
berechnete mit Hilfe von Monte Carlo Simulationen den Gyrationsradius von Cetrorelix- 
bzw. Ozarelixmonomeren  mit 0,7 bis 0,9 nm. Die ungenau bestimmbaren Größen 
Tabelle 34: Gegenüberstellung der mittels dynamischer Lichtstreuung ermittelten
  hydrodynamischen Durchmesser Dh von Cetrorelix und Ozarelix in 
  10 mM Ammoniumacetat
Tabelle 35: Gegenüberstellung der mittels dynamischer Lichtstreuung ermittelten
  hydrodynamischen Durchmesser Dh von Cetrorelix und Ozarelix 
  in Essigsäure (Cetrorelix: pH-Wert 2,83; Ozarelix 0,1M Essigsäure)
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um 250 nm für Cetrorelix und von etwa 300 nm bis 400 nm für Ozarelix resultieren 
höchstwahrscheinlich aus inhomogenen Netzwerkstrukturen der Peptide.
In 0,1 M Salzsäurelösung konnten ohne Zugabe von weiteren Säuren für beide 
Peptide reproduzierbare hydrodynamische Durchmesser erhalten werden (Kapitel 3.6 
Abbildungen 99; 100). Es treten drei Größenordnungen von Partikeln auf, wobei keine 
deutlichen Größenunterschiede zwischen Cetrorelix und Ozarelix und den auftretenden 
Aggregaten nachgewiesen werden konnten (Tabelle 36; Abbildung 112).
Cetrorelix Ozarelix
Dh,1 2,8 ± 0,05 nm 2,68 ± 0,12 nm
Dh,2 258 ± 22 nm 379 ± 96 nm
Dh,3 4,083 ± 0,21 µm 4,31 ± 0,23 µm
Der hydrodynamische Durchmesser des Peak 1 weist im Vergleich zu Essigsäure einen 
größeren Wert auf. Der Nachweis von weiteren hydrodynamischen Durchmessern zeigt, 
dass unter diesen Bedingungen (0,1 M HCl; pH-Wert 0,99) sowohl für Cetrorelix als auch 
für Ozarelix Aggregate aus mehreren Peptidmolekülen existieren. 
Eine mögliche Ursache der in 0,1 M Salzsäure nachgewiesenen größeren hydro-
dynamischen Durchmesser ist die Anwesenheit von Chloridionen. Diese weisen 
ein größeres Aggregationspotenzial auf Cetrorelix auf als Acetationen. Genauere 
Untersuchungen zum Einfluss von An- und Kationen sind fluoreszenzspektroskopisch 
durchgeführt wurden. Diese Ergebnisse sind in Kapitel 3.2.2 dargestellt.
Tabelle 36: Gegenüberstellung der mittels dynamischer Lichtstreuung ermittelten
  hydrodynamischen Durchmesser von Cetrorelix und Ozarelix in Salzsäure
Abbildung 112: Vergleich der mittel dynamischer Lichtstreuung bestimmten 
  hydrodynamischen Durchmesser von Peak 1 bis 3 von Ozarelix und 
  Cetrorelix in Salzsäure (pH-Wert 0,99)
205DISKUSSION
Trotz des Auftretens gleicher Aggregatgrößen unterscheiden sich die Lösungen von 
Cetrorelix und Ozarelix deutlich in ihrer Gesamtstreuintensität, wobei Cetrorelix mit 
317 ±37 kHz eine signifikant höhere Streuintensität aufweist als Ozarelix mit einem Wert 
von 133 ± 19 kHz. Des Weiteren ist der Anteil der zur Gesamtstreuintensität der Probe 
beitragenden größer ausgebildeten Aggregate bei Cetrorelix signifikant höher als bei 
Ozarelix (Abbildung 113).
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Somit zeigt sich auch in 0,1 M Salzsäure, dass Ozarelix gegenüber Cetrorelix eine 
niedrigere Aggregationsneigung aufweist. Unabhängig vom Lösungsmittel und trotz 
Filtrieren durch einen 0,22 µm PES-Filter werden bei allen Messungen Aggregate 
nachgewiesen, die hydrodynamische Durchmesser aufweisen, die über der Porengröße 
des Filters liegen. Die Peptidgele weisen einen thixotropen Charakter auf, das heißt, ihre 
Viskosität kann isotherm durch mechanische Behandlung verringert werden. 
Der Grund dafür liegt in den relativ schwachen Wechselwirkungsenergien der nicht-
kovalenten Haftstellen, die das Gelgerüst aufbauen. Durch geringe Scherkräfte können 
diese zerstört werden. 
Zum Teil können direkt nach dem Filtrieren mit dem bloßen Auge Aggregate erkannt 
werden. Dies deutet auf scherinduzierte Gelstrukturen hin. Scherinduzierte Strukturen 
sind linearkettenförmig angeordnet [Wunderlich et al., 1987, Hoffmann & Ebert, 1988]. 
Durch das Filtrieren, Pipettieren und Schütteln können Scherkräfte entstehen, die 
ausreichen, um entsprechende Aggregatformen auszubilden. 
Abbildung 113: Vergleich der Peakanteile an der Gesamtstreuintensität von 
   Cetrorelix und Ozarelix in HCL (pH-Wert 0,99) [Kick, 2007]
206 DISKUSSION
4.7 Transmissionselektronenmikroskopie für die Visualisierung  
 von Aggregatstrukturen
Ein Transmissionselektronenmikroskop ist vom Prinzip ähnlich wie ein 
Durchlichtmikroskop aufgebaut. Allerdings findet die Beleuchtung des Objektes nicht 
mit Licht, sondern mit Elektronen statt. Der Elektronenstrahl passiert die dünne Probe 
und tritt mit dieser in Wechselwirkung. Das dabei erhaltene Abbild der Probe weist 
eine sehr hohe Auflösung auf, so dass kleine Strukturen von einer Größenordnung 
von einigen µm bis zu 0,1 nm beobachtet werden können. Dementsprechend findet 
die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) in vielen Bereichen, wie z. B. in der 
Krebsforschung, der Virologie und den Materialwissenschaften Anwendung. 
Alle bisher angewandten analytischen Untersuchungen lieferten Hinweise auf eine größere 
Verteilung bzw. Diversität der Cetrorelix- und Ozarelixaggregate. Die TEM ermöglichte 
den optischen Einblick in den molekularen Bereich der Aggregatbildung. 
Es existieren unterschiedliche Stadien der Aggregatbildung. Unterhalb der kritischen 
Aggregatbildungskonzentration (cac) können sowohl für Cetrorelix als auch für Ozarelix 
lediglich kleine sphärische Partikel dargestellt werden. Oberhalb der cac bilden beide 
Substanzen engmaschige Netzwerkstrukturen aus, in denen zusätzlich kleine Aggregate 
eingelagert sind. Zusätzlich lassen sich größere Aggregate mit Durchmessern bis zu 
1,1 µm darstellen. 
Die Ausbildung dieser Strukturen erklärt viele Ergebnisse, die mit anderen analytischen 
Methoden erhalten wurden, zum Beispiel die Möglichkeit der Bestimmung der cac 
mit der Quarzmikrowaage (Kapitel 3.5). Die Netzwerkstrukturen führen bei der 
Adsorption an der Elektrode der QCM zu besonders großen Dämpfungsänderungen 
und deutlichen Resonanzfrequenzänderungen, so dass die Bestimmung der kritischen 
Aggregatbildungskonzentration möglich wurde.
Auch die schwankenden Werte der Dynamischen Lichtstreuung (Kapitel 3.6) lassen sich 
anhand der TEM-Untersuchungen und den dabei nachgewiesen räumlichen Strukturen 
erklären. Die in 10 mM Ammoniumacetat gebildeten Netzwerke haben zur Folge, dass 
eine sehr breite und schlecht reproduzierbare Größenverteilung auftritt. 
Bei der ESI-TOF-MS und der MALDI-TOF-MS wurden schon unterhalb der kritischen 
Aggregatbildungskonzentration Aggregate der GnRH-Antagonisten nachgewiesen. Mit 
der TEM wurden diese Strukturen unterhalb der cac sichtbar gemacht. Sie besitzen 
einen Durchmesser von 30-50 nm. Ebenfalls erklären lässt sich der Anstieg bei 
Fluoreszenzintensität unterhalb der cac, der die Ausbildung kleiner Aggregatcluster 
anzeigt.
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4.8  Fazit der analytischen Untersuchungen
Betrachtet man die Ergebnisse der verschiedenen analytischen Untersuchungen, so 
lassen sich verschiedene Eigenschaften der Aggregatstrukturen der GnRH-Antagonisten 
ableiten.
Aus dem Nachweis von Aggregaten mit den massenspektrometrischen Methoden lässt sich 
ableiten, dass die Aggregate nicht nur durch hydrophobe Wechselwirkungen stabilisiert 
werden. Hydrophobe Wechselwirkungen haben ihre Ursache in der polaren Umgebung. 
Dieser Einfluss existiert im Vakuum nicht; die Aggregate würden destabilisiert werden 
und würden zerfallen. Sie wären mit einer solchen Methode nicht nachweisbar. 
Demzufolge müssen weitere Wechselwirkungen zur Stabilisierung der Aggregatstrukturen 
beitragen. Dies kann neben elektrostatischen Wechselwirkungen die Ausbildung von 
Wasserstoffbrückenbindungen sein, was die Zunahme der b-Faltblattstruktur bei der 
Aggregatbildung [Rattei, 2002] nahe legt. Cetrorelixdimere werden vermutlich durch 
stärkere Wechselwirkungen als größere Aggregate stabilisiert. Sie überstehen als einzige 
Aggregatform den Reflexionsprozess bei der MALDI-TOF-MS-Analyse.
Die Ergebnisse der Quarzmikrowaage zeigen, dass schon unterhalb der von LANG [Lang, 
2005] fluoreszenzspektroskopisch bestimmten kritischen Aggregatbildungskonzentration 
Veränderungen der Probenbeschaffenheit insbesondere für Ozarelix, durch die Bildung 
von Aggregaten, auftreten. Mit den Ergebnissen der analytischen Untersuchungen 
der dynamischen Lichtstreuung, der ESI-TOF-MS, der MALDI-TOF-MS konnte dies 
verifiziert werden. Für alle untersuchten GnRH-Antagonisten können unterhalb ihrer 
fluoreszenzspektroskopisch ermittelten kritischen Aggregatbildungskonzentration 
Aggregate, in Form von Dimeren bis Tetrameren, nachgewiesen werden.
Mit der ESI-TOF-MS lässt sich ein grundlegend verschiedenes Verhalten beim 
Aggregationsprozess um die kritische Aggregatbildungskonzentration von Cetrorelix und 
Ozarelix feststellen.
Cetrorelix bildet kontinuierlich immer größer werdende Aggregate aus, während bei 
Ozarelix eine sprunghafte Änderung des Oligomerenstatus verzeichnet wird. Es wird 
folgende Hypothese für die Aggregatbildung von Cetrorelix (Abbildung 114) und Ozarelix 
(Abbildung 115) postuliert.
Die in RATTEI [Rattei, 2002] beobachtete Zunahme geordneter b-Faltblattstrukturen 
von Cetrorelix lässt eine Ausbildung von intermolekularen Wasserstoffbrücken 
vermuten. Unterhalb der beobachteten cac liegt Cetrorelix vermutlich schon in einer 
„relativ“ gestreckten Konformation vor und bildet entsprechend schon bei niedrigen 
Peptidkonzentrationen Aggregate aus. Die Größe der Aggregate wächst kontinuierlich 
mit steigender Cetrorelixkonzentration. 
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Ausbildung von Cetrorelixaggregaten ab der 
kritischen AggregatbildungskonzentrationCetrorelixmoleküle in Lösung 
unterhalb der cac
Ozarelix ist im Gegensatz zu Cetrorelix, bedingt durch die N-Methylierung des 
Peptidrückgrates in der Lage weitere Konformationen einzunehmen. Es liegt in 
Konzentrationen unterhalb der fluoreszenzspektroskopisch bestimmten cac als Molekül 
vermutlich nicht in einer gestreckten, sondern einer geknickten Form, vor. Erste 
konformelle Änderungen treten wahrscheinlich bei der mit der Quarzmikrowaage 
ermittelten kritischen Konzentration von cac1Ozarelix = 0,115 mg/ml auf. 
Bei der kritischen Aggregatbildungskonzentration findet, bedingt durch die Konzentration, 
eine Konformationsänderung des Ozarelixmoleküls statt, so dass Ozarelix in eine 
gestreckte Konformation, vergleichbar zu Cetrorelix, übergeht. Die Peptidkonzentration 
in Lösung ist so hoch, das sich sofort größere Aggregate ausgebilden können, die durch 
intermolekulare Wasserstoffbrücken stabilisiert werden. Die eingeschränkte Möglichkeit 
zur Ausbildung von Wasserstoffbrücken wird durch die Konformationsänderung 
aufgehoben.
Ozarelixmoleküle in Lösung 
unterhalb der cac
Ausbildung von Ozarelixaggregaten ab der 
kritischen Aggregatbildungskonzentration
Abbildung 114: Schematische Darstellung des Aggregationsprozesses von Cetrorelix
Abbildung 115: Schematische Darstellung des Aggregationsprozesses von Ozarelix
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Für noch weiter steigende Peptidkonzentrationen von Cetrorelix und Ozarelix bilden sich 
netzwerkartige Strukturen aus, die mit der Transmissionselektronenmikroskopie sichtbar 
gemacht werden können (Kapitel 3.7). 
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5  Zusammenfassung
In der vorliegenden Arbeit werden Beiträge zur Entwicklung neuer qualitativer und 
quantitativer analytischer Methoden für die Untersuchung von Cetrorelix und anderen 
GnRH-Antagonisten während des Aggregationsprozesses vorgestellt. Die Entwicklung 
der neuen analytischen Verfahren erfolgte in Kombination mit der schon etablierten 
Methode der Fluoreszenzspektroskopie, um  den Einfluss der Präparationsbedingungen 
auf den Aggregationsstatus der GnRH-Antagonisten abzuschätzen und die erhaltenen 
Ergebnisse zu verifizieren. 
Für die qualitative Untersuchung von GnRH-Antagonisten wurden am 
Modellpeptid Cetrorelix massenspektrometrische Methoden entwickelt und auf die 
Cetrorelixteilsequenzen D-50848, D-50849 und D-50850 sowie  Ozarelix übertragen. 
Um zu gewährleisten, dass keine Beeinflussung des Aggregationsstatus bei 
der Probenpräparation für die MALDI-TOF-MS auftritt, wurden verschiedene 
Präparationsbedingungen und Matrices getestet und in Zusammenhang mit 
fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen ausgewertet. Daraus ergab sich für 
qualitative Untersuchung der GnRH-Antagonisten der Einsatz der Zweischichtpräparation 
mit beschleunigter Verdampfung des Lösungsmittels mit der Matrix 3-HPA oder DHB. 
Für die ESI-TOF-MS wurde eine Ionisationsquelle für die Untersuchung der GnRH-
Antagonisten etabliert, die es ermöglicht, die Proben in rein wässrigen Lösungen zu 
untersuchen und so eine Beeinflussung des Aggregationsstatus zu verhindern.
Beide massenspektrometrische Verfahren zeigten für die untersuchten GnRH-
Antagonisten polydisperse Verteilungen oberhalb der fluoreszenzspektroskopisch 
bestimmten kritischen Aggregatbildungskonzentration (cac). Es konnten ebenfalls bei 
definierten Solvatationsbedingungen schon unterhalb der fluoreszenzspektroskopisch 
bestimmten kritischen Aggregatbildungskonzentration Aggregate in Form von Dimeren 
bis Tetrameren massenspektrometrisch nachgewiesen werden. 
Gleichzeitig konnte bei den ESI-TOF-MS-Messungen ein stark von Cetrorelix ab-
weichendes  Aggregationsverhalten für Ozarelix beobachtet werden. Es wurde für 
Ozarelix eine Konformationsänderung bei der kritischen Aggregatbildungskonzentration 
postuliert, die die eingeschränkte Möglichkeit der Ausbildung von Wasserstoffbrücken 
unterhalb dieser Konzentration aufhebt und zur schlagartigen Ausbildung größerer 
Ozarelixaggregate führt. Im Gegensatz dazu wird für Cetrorelix eine mit der 
Peptidkonzentration steigende, kontinuierliche Aggregation vorgeschlagen.
Für die Quantifizierung des Aggregatanteils in Cetrorelix- bzw. Ozarelixproben wurde 
eine Methode mit der MALDI-TOF-MS etabliert. Dazu war der Einsatz eines internen 
Standards notwendig, da die Signalintensität bei der MALDI-TOF-MS schlecht 
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reproduzierbar ist. Es wurden verschiedene Strukturanaloga auf die Möglichkeit ihrer 
Verwendung als interner Standard getestet. Dabei wurde die Cetrorelixteilsequenz 
D-50850 erfolgreich eingesetzt. Es konnte eine Kalibrierkurve mit den Intensitäts- bzw. 
Flächenverhältnissen der Peaks von D-50850 und dem zu untersuchenden GnRH-
Antagonisten in Abhängigkeit der Analytkonzentration aufgestellt werden. Anhand 
der Abweichungen zu der erhaltenen Kalibrierkurve kann der Anteil der Monomere 
bzw. der summarische Anteil aller Aggregate für Cetrorelix- bzw. Ozarelixproben 
bekannter Konzentration bestimmt werden. Dies wurde beispielhaft an einer Cetrotide®-
Formulierung nach deren Rekonstitution in Abhängigkeit von der Zeit gezeigt.
Zusätzlich zum begleitenden Einsatz bei der Entwicklung neuer Methoden wurde die 
Fluoreszenzspektroskopie für systematische Untersuchungen zum Einfluss verschiedener 
An- und Kationen sowie deren Konzentrationen auf die Cetrorelixaggregation eingesetzt.
Die erhaltenen Ergebnisse ermöglichen eine bessere Charakterisierung der Aggregation 
und lassen Abschätzungen über das Aggregationsverhalten von Cetrorelix in verschiedenen 
Medien mit unterschiedlichen Elektrolyten zu.
Mit der Schwingquarzmethode wurde ein neues analytisches Verfahren etabliert, das 
die Bestimmung der kritischen Aggregatbildungskonzentration ohne Zusatz von Sonden 
ermöglicht. Für Ozarelix wurde eine zweite kritische Konzentration gefunden, bei der 
eine starke Veränderung der Probenbeschaffenheit auftritt. Diese Konzentration liegt 
unterhalb der cac und wird ersten Konformationsänderungen und Aggregatbildungen 
zugeschrieben. Des Weiteren ermöglicht die Methode, Komplexierungen und die Stabilität 
der dabei erhaltenen Komplexe zu untersuchen. Mit der Entwicklung dieser Methode 
wurde ein Werkzeug zum schnellen Screening nach neuen pharmazeutisch relevanten 
Wirkstoffdarreichungsformen entwickelt.
Die Ergebnisse der dynamischen Lichtstreuexperimente zeigten ebenso wie die 
anderen analytischen Methoden eine polydisperse Verteilung der GnRH-Antagonisten-
Proben. Zusätzlich konnten mit dieser Methode verschiedene Größenklassen bei der 
Aggregatbildung zugeordnet werden.
Mit dem Einsatz der Transmissionselektronenmikroskopie war es erstmals möglich, 
Aggregate von GnRH-Antagonisten visuell darzustellen. Die gebildeten Aggregate 
liegen sowohl in netzwerkartigen Strukturen als auch in Form von sphärischen Partikeln 
im Netzwerk vor. 
Die Übertragung der hier in dieser Arbeit etablierten Methoden zur Charakterisierung der 
Peptidaggregation und Komplexierung kann den bisherigen Entwicklungsprozess neuer 
Darreichungsformen in Zukunft vereinfachen, ergänzen und erweitern.  
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7  Anhang
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Abbildung 116: Untersuchung der Signalstabilität von Ozarelix und der relativen
   Standardabweichung des Signalverhältnisses Ozarelix/D-50850 in 
   Abhängigkeit der Anzahl der Laserschüsse Ozarelix 0,01 mg/ml;
   D-50850 0,013 mg/ml; AnchorChip®-Target; Matrix 3-HPA 
   5 mg/ml Zweischichtpräparation mit beschleunigter Verdampfung 
   des Lösungsmittels, Korrelationskoeffizient Kalibrierkurve 0,92
Abbildung 115: ESI-TOF-MS-Massenspektrum Cetrorelix bei Verdünnung mit 
   Wasser-Methanol (1:2 v/v) 5 Minuten nach der Verdünnung
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Abbildung 118: ESI-TOF-MS-Massenspektrum Cetrorelix bei Verdünnung 
   mit Wasser-Acetonitril (10:1 v/v)
Abbildung 119: ESI-TOF-MS-Massenspektrum Ozarelix bei Verdünnung mit
   Wasser-Methanol (10:1 v/v), direkt nach der Verdünnung
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Zusammensetzung Monomer Dimer Trimer Tetramer Pentamer
Durchschnittsmasse 1431,07 2862,14 4293,21 5724,28 7155,35
1432,08 2863,15 4294,22 5725,29 7156,36
716,54 1432,08 2147,61 2863,15 3578,68
478,03 955,05 1432,08 1909,10 2386,12
358,78 716,54 1074,31 1432,08 1789,85
287,22 573,44 859,65 1145,86 1432,08
239,52 478,03 716,54 955,05 1193,57
Zusammensetzung Hexamer Heptamer Octamer Nonamer Decamer
Durchschnittsmasse 8586,42 10017,49 11448,56 12879,63 14310,7
8587,43 10018,50 11449,57 12880,64 14311,71
4294,22 5009,75 5725,29 6440,82 7156,36
2863,15 3340,17 3817,19 4294,22 4771,24
2147,61 2505,38 2863,15 3220,92 3578,68
1718,29 2004,51 2290,72 2576,93 2863,15
1432,08 1670,59 1909,10 2147,61 2386,12
Zusammensetzung 11-mer 12-mer 13-mer 14-mer 15-mer
Durchschnittsmasse 15741,77 17172,84 18603,91 20034,98 21466,05
15742,78 17173,85 18604,92 20035,99 21467,06
7871,89 8587,43 9302,96 10018,50 10734,03
5248,26 5725,29 6202,31 6679,33 7156,36
3936,45 4294,22 4651,99 5009,75 5367,52
3149,36 3435,58 3721,79 4008,00 4294,22
2624,64 2863,15 3101,66 3340,17 3578,68
[M+H]+
[M+2H+]2+
[M+3H+]3+
[M+4H+]4+
[M+5H+]5+
[M+6H+]6+
[M+H]+
[M+2H+]2+
[M+3H+]3+
[M+4H+]4+
[M+5H+]5+
[M+6H+]6+
[M+H]+
[M+2H+]2+
[M+3H+]3+
[M+4H+]4+
[M+5H+]5+
[M+6H+]6+
Tabelle 37:   Darstellung der Cetrorelixdurchschnittsmassen bei verschiedenen
   Ladungszuständen und Assoziatgrößen
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Zusammensetzung Monomer Dimer Trimer Tetramer Pentamer
Durchschnittsmasse 1431,07 2862,14 4293,21 5724,28 7155,35
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239,52 478,03 716,54 955,05 1193,57
Zusammensetzung Hexamer Heptamer Octamer Nonamer Decamer
Durchschnittsmasse 8586,42 10017,49 11448,56 12879,63 14310,7
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Tabelle 38:  Darstellung der Ozarelixdurchschnittsmassen bei verschiedenen
   Ladungszuständen und Assoziatgrößen
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